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| ber die Synthese der Hamotricarbonsdéuren und einer a 
5 Hamotetracarbonsaure. 
88 | Von 


William Kiister, 
nach Versuchen des Herrn Dipl.-Ing. Dr. A. Hiigel. 


80 : (Mitteilung aus dem Labor. f. org. u. pharmac. Chemie der T. H. Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27, Marz 1923.) 


Die Synthese der durch Reduktion der Himatinsiiure 
C,H,O, entstehenden hochschmelzenden Hamotricarbonsaiure 
0,H,,0, (Pentan-@,y,«-tricarbonsaure) ist von W. Perkin und | 
W. Howarth?) gelegentlich ihrer Untersuchung zur Gewinnung ae 
' gewisser Terpene ausgefiihrt worden. In ihrer Mitteilung finden ae 
- ' sich aber keine Angaben itiber das Auftreten der zweiten, nied- 

riger schmelzenden Hamotricarbonsiure, das doch erwartet 
| [— werden muBte, da es sich um stereoisomere Siuren handelt 
' und zwar um die optisch inaktiven dl-Formen, von denen die 
bei 175/6° schmelzende als fumaroide oder trans-, die bei 140° 
schmelzende als maleinoide oder cis-Form anzusprechen ist.) 
Wir haben also die Synthese wiederholt einmal um das Neben- Pe 
; ; i 
einanderentstehen der beiden Formen experimentell zu beweisen. 
dann um zu priifen, ob eine Spaltung in die optisch-aktiven | 
Komponenten sich erméglichen lat, und schlieBlich um zu MN 
; versuchen, von den Hamotricarbonsiuren aus wieder zur 1 
| | Himatinsiure zu gelangen. FA * 
A. Die Forderung der Theorie wurde erfillt, d.h. es 3 
entstehen durch Kombination von «-Cyan-f-Methylbernstein- 


Soap: ee ap ET pint eth 


1) Journ. of the chem. Soe. London 1908. 93. I. S. 581. = ae 
*) W. Kiister, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 345, S. 49 (1906). oe 
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siureester mit (-Jodpropionsiureester und Verseifung des nyy 


vorliegenden 7-Cyanpentan-f,yv-s-tricarbonsiureesters die beidey 
Hamotricarbonsauren. 


| + JCH,—CH,—COOR —> NaJ + | 
oe NC—C—COOH 
| 
Na CH,—CH.—C00g 
H H 
H,C—C—COOH H,C—C—Coon 
—>- | und | 
aia ae al ec COOH—CH,—CH,—C—coon & 
H 
trans-Form Himotricarbonsiiuren cis-Form 


An Stelle des Jodderivats wurde dann der (-Chlorpropion- 
siureester ohne wesentliche Veriinderung der Versuchsbedin- 
gungen verwendet, die Ausbeuten waren anndhernd dieselben, 
so daB diese Bereitungsweise als die vorteilhafteste bezeichnet 
werden kann. DaB die durch die Synthese erhaltenen Siiuren 
mit den durch Reduktion von C,H,O, in essigsaurer Liésung 
entstandenen identisch sind, konnte durch die Analysen, die 
Léslichkeitsverhaltnisse und durch Bestimmung der Misch- 
schmelzpunkte einwandfrei erwiesen werden. Letztere lagen 
in dem einen Fall bei 138—139° im andern bei 175—176°. 

Die Herstellung des Cyanmethylbernsteinsiiureesters geschah 
nach Angaben von L, Barthe?) und W. Bone und Ch. Sprank- 
ling?) durch Einwirkung von «-Brompropionsiureester auf 
Natriumcyanessigester. Man erhilt hierbei zwei Reduktions- 
produkte, die sich durch ihre Siedepunkte scharf von einander 
trennen lassen. Bei 25 mm Druck beginnt bei 164° eine dlige 
farblose Fliissigkeit zu destillieren, die bis 174° aufgefangen 
wird und bereits fast reinen Cyanmethybersteinsiureester vor- 
stellt, wiihrend zwischen 185—215° ein dickes Ol ibergeht, 
das von Barthe als der Triithylester der symmetrischen 
Dimethylcyantricarballylsiure erkannt wurde. Der zwischen 
164—174° bei 25 mm iibergehende Anteil ist fiir die Weiter- 
verarbeitung durchaus geeignet. Daf er Cyanmethylbernstein- 





1) Ann. de Chim. et de Physique. 6. Serie. Bd. 27, S. 277 (1892). 
*) Jl. of the Chem. Soc. of London Bd. 75, S. 853 (1899). 
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Uber die Synthese der Himotricarbonsiiuren usw. 3 


siureester ist, wurde durch die Analyse sowie durch die Ver- 
seifung mit konz. Salzsiure nachgewiesen, wobei reine Methyl- 
bernsteinsiure vom Schmelzp.111° entstand. Die Ausbeute an 
Cyanmethylbernsteinsiureester betrug 68—73°/,. Die Konden- 
sation des letzteren mit f-Jodpropionsiureester wurde nach 
den Angaben von Howarth und Perkin ausgefiihrt. Der zur 
Verwendung gelangende £ Jodpropionsiureester war teils Kahl- 
baum sches Priaparat, teils durch Einwirkung von Jodphosphor 
auf Glycerinsiure gewonnen. Beide Praparate waren stark gelb- 
lich gefirbt, enthielten freie Sauren und Acrylsdureester, der sich 
schon durch seinen charakteristischen Geruch kenntlich machte. 
Kine Reinigung durch Destillation ist nicht durchfithrbar, da auch 
unter vermindertem Druck nur weitere Abspaltung von Jod- 
wasserstoff erfolgt. Die besten Ausbeuten an y-Cyanpentan- 
6,7,¢-tricarbonsaureester wurden erhalten, wenn der rohe §-Jod- 
propionsiiureester nach der von J. Wislicenus’) gegebenen 
Vorschrift durch Schiitteln mit verdiinnter Natronlauge von Jod 
und freien Siuren befreit und iiber gegliihter Pottasche ge- 
trocknet direkt zur Synthese verwendet wurde. Die Ausbeuten an 
y-Cyan-(,y,é-tricarbonsaureester betrugen dann etwa 90°/, der 
Theorie, wahrend sie bei Verwendung von destilliertem (-Jod- 
propionsdureester unter 50°/, herabsanken. Ferner ist fiir die 
Erzielung einer guten Ausbeute von Wichtigkeit, daB die Tem- 
peratur beim Hinzufiigen des #-Jodpropionsaiureesters zum 
Natriumcyanmethylbernsteinsaiureester so tief als méglich ge- 
halten wird. Versuche, die bei 60° oder auf siedendem Wasser- 
bade durchgefiihrt wurden, ergaben immer schlechte Resultate. 
Bei der Verseifung des y-Cyanpentan-/,y,s-tricarbonsdureesters 
mit konz. Salzsiiure entstehen neben den beiden stereoisomeren 
Hamotricarbonsiuren betrichtliche Mengen von Chlorammonium, 
welche die Isolierung der beiden Siéuren erschweren. Man 
erreicht die Abtrennung der letzteren am besten durch Ex- 
traktion des nach der Verseifung und dem Verjagen der Salzsaure 
erhaltenen sirupésen Riickstandes mit wasserfreiem, siedendem 
Kssigester, aus welchem Lisungsmittel Krystallisationen statt- 








’) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 192, S. 128 (1878). 
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finden. Hierbei wird eine grobe Trennung erreicht; im reiney 
Zustande werden dann die beiden Himotricarbonsauren durc} 
fraktionierte Krystallisation aus Wasser erhalten. 

An Stelle der Verseifung mittels Salzsiure wurde auc), 
die von Spiegel’) angegebene Methode auf den y-Cyan-(.y,:. 
pentantricarbonsaureester angewendet, die eine Uberfiihrung 
des Nitrils in die Carboxithylgruppe mittels Schwefelsiure und 
Alkohol bezweckt. Hierbei wurde der f,y7,7,&-Pentantetracarbon- 
siureester C,,H,,O, als farbloses Ol erhalten, das bei 12 mm 
den Siedepunkt 222° aufwies. Die Ausbeuten an diesem Ester 
betragen etwa 58°/,. Kine Verseifung durch konz. Salzsiure 
zu den Hamotricarbonsduren und die Trennung der letzteren 
lieB sich dann glatt bewerkstelligen. 


B. Die Spaltung der inaktiven Himotricarbonsiuren in 
die optisch aktiven Formen ist uns nicht gegliickt. Versuche 
mit Cinchonin ergaben von vornherein unbefriedigende Resultate, 
da die Salze mit dieser Base keine Neigung zum Krystallisieren 
zeigten. Dagegen wurden mit Brucin sehr gut krystallisierte 
Salze, je nach den angewandten Mengenverhiltnissen verschieden 
zusammengesetzt erhalten. Anhaltspunkte dafiir, daB eine 
Zerlegung in d- und 1-Salz stattgefunden hatte, wurden aber 
nicht erhalten. Samtliche Fraktionen zeigten Linksdrehungen 
und nach ihrer Zerlegung mit verdiinnten Siuren wurden die 
entsprechenden inaktiven Hamotricarbonsiuren zuriickerhalten. 
Wir kénnen also die gleichfalls resultatlos verlaufenen Ver- 
suche von C. A. Bischoff?) an der symmetrischen Diiithylbern- 
steinsiure bestitigen. Mit dieser weisen ja auch die Himo- 
tricarbonsiuren in ihrer Gesamtkonfiguration die gréBte Abnlich- 
keit auf, wahrend mit der a,c’-Dimethylglutarsiure, die 
E. Méller*) mittels der Brucinsalze spalten konnte, keine 
Ahnlichkeit besteht. So blieb es uns versagt, die interessante 
Beobachtung von Méller, wonach die optisch aktiven Former 
im Gegensatz zu der inaktiven Form sich in Anhydride iber- 





1) Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 51, S. 296 (1918). 
*) Ber. d.d. chem. Ges. Bd. 24, S. 1069 (1891). 
5) Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 43, S. 3250 (1910). 
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fahren lassen, an den Hamotricarbonsiuren zu priifen, die ihrer 
Anhydrisierung bisher nicht zuginglich gewesen sind. 

C. Bei den Versuchen, von den Himotricarbonsiiuren aus- 
gehend zur Hamatinséure zu gelangen, wurde mit der Méglich- 
keit gerechnet, zwei «-standige Wasserstoffatome durch Brom 
ersetzen zu kénnen. Durch Herausnahme von Bromwasserstoff 
konnten dann zweifach ungesittige Siuren entstehen, die sich 
durch Reduktion in alkalischer Lésung in Himatinsiure iiber- 
fihren lassen sollten. Es zeigte sich jedoch, daB die Vorginge 
bei der Kinwirkung von Brom und Phosphor auf die Haimo- 
tricarbosiuren sehr komplizierter Natur sind. Unsere Befunde 
lassen den Schlu8 zu, daB Brom sowohl allein in die a-Stellung 
des Propionsiurerestes, wie auch an ein tertiaires Kohlenstoff- 
atom tritt, wie erwartet wurde, dann findet aber sofort auch 
Abspaltung von Bromwasserstoff statt, denn das Gemisch der 
bromierten Siurebromide gab nach Zersetzung mit Wasser 
an Ather eine ungesiittigte Siure ab, die sich als dreibasisch 
erwies und der die Formel C,H,,O, zukommt. Und zwar 
wurde aus jeder der Hiimotricarbonsiuren eine besondere Saiure 
sewonnen, aus der hochschmelzenden eine mit dem Schmelz- 
punkt 112°, aus der niedrigschmelzenden eine Saure, die bei 
114° schmolz. Der Mischschmelzpunkt beider wurde bei 85° 
iegend gefunden, wonach eine Identitit ausgeschlossen ist. 
Beide Saiuren lésen sich sehr leicht in Wasser, beide geben 
bei der Veresterung mit Schwefelsiure und Alkohol nur Di- 
ithylester, verhalten sich also ahnlich wie die Hamatinsiure. 
Bei der Reduktion in alkalischer Lisung entstehen die Himo- 
tricarbonsiiuren wieder, aus denen sie hervorgegangen sind, 
wonach sie als 4,-Penten-f,y,¢-tricarbonsiuren zu bezeichnen 
sind. Die Isomerieverhiltnisse bei diesen Siuren gestalten 
sich sehr kompliziert, da zu der in den Himotricarbonsiuren 
bereits vorhandenen Stereoisomerie noch geometrische Isomerie 
hinzutritt. Bei unseren Versuchen ist nun im Aufbau um die 
6- und y-Kohlenstoffatome keine Anderung eingetreten, még- 
licherweise beruht der Unterschied der neuen Sduren also 


lediglich auf gleichen Ursachen wie bei den Himotricarbon- 
sauren, 


aa 
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Durch eine der Behandlung mit Ather folgende Extraktioy 
des sirupésen Gemisches, das durch Zersetzung der bromiertey 
Saiurebromide mit Wasser entstanden war, mit Essigestey 
wurden dann Stoffe gewonnen, die ungesittigten Charaktey 
zeigten, durch Natriumamalgam nicht reduziert wurden und 
mit Kupfer oder mit Erdalkalien weder kalt noch beim Er. 
hitzen unldsliche Salze geben. Zu ihrer Charakterisierung 
wurden die Silbersalze sowie die mit Alkohol aus der 
wiBrigen Lésung gefallten Calciumsalze analysiert und Werte 
erhalten, aus denen fir die zugehérige Saiure auf die Formel 
C,H,,0, geschlossen werden kann. Es diirfte sich daher wahr- 
scheinlich um ein Gemisch handeln, das aus dem {,;. 
Anhydrid und dem 7,«-Lacton, einer s-Oxy-Penten-/,v,¢-tricarbon- 
siure besteht. 


een es ne 
> 
C—COOH — > C-—CO und bo 
| | | 20 
CH,—CH—COOH  §CH,—CH—COOH CH,—CH—COOH 
OH OH 


D. Bei der Oxydation des Urinporphyrins _ erhielt 
H. Fischer?) eine Siure C,H,O,N, die er als carboxylierte 
Hamatinsiure anspricht. An welcher Stelle des Molekiils die 
Carboxylierung eingetreten war, blieb fraglich; am _ wahr- 
scheinlichsten erschien, die Siure als das £,y-Imid einer @,/,7,«- 
Pentantricarbonsiure aufzufassen. Bei der Reduktion ihres 
Anhydrids mu8ten dann die stereoisomeren «,f,7,-Pentantetra- 
carbonsauren entstehen: 


H H 
HOOC—CH,—C—-C—CH,—CH,—COCH oe H,-( 
| l 
O oO ass a> COOH COOH 


Ein solches Paar von Siuren (wir wollen sie als Himo- 
tetracarbonsiure bezeichnen) zu synthetisieren, wurde nun aul 
folgendem Wege versucht. Natriumcyanessigester wurde mit 





1) Diese Zs. Bd. 98, S. 14, 78 (1916/17). 
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Monobrombernsteinsiureester zum Cyantricarballylsiureester 
kondensiert und die Natriumverbindung des letzteren mit 
9-Chlorpropionsiureester umgesetzt: 


H,C—COOR | H,C——COOR 
HO—COOR + CICH,CH,COOR —> HC——COOR. 
NaC—COOR NCC——-COOR 

ON GH, —CH,—COOR 


Der auf diesem Wege erhaltene 7-Cyan-«, 3,7, «-pentantetra- 
carbonsdureester C,,H,,O,N stellt ein farbloses, zihes Ol vor, 
das bei 10 mm Druck bei 227—-228° siedet. Durch Ver- 
seifung mit dem dreifachen Volumen konz. Salzsiure und Ver- 
jagen derselben bildete sich dann ein rotbraun gefarbter Sirup, 
dem die rohe Himotetracarbonsiure durch wasserireien Essigester 
entzogen werden konnte. Die Reinigung derselben durch frak- 
tionierte Krystallisation aus Wasser fiihrte zu einem chemischen 
Individuum vom Schmelzp. 148°, welchem die Formel C,H,,0, 
zukommt und das sich als vierbasische Siure erwies. Sie lést 
sich schon in 6,5 Teilen Wasser von 20° auf. Die zweite 
Himotetracarbonsiure diirfte noch viel leichter léslich sein, 
doch stellten die aus den Mutterlaugen der bei 148° schmel- 
zenden Siiure gewonnenen Krystallfraktionen Gemische von 
unscharfen Schmelzpunkten vor. Im Verhalten des Calcium- 
salzes unterscheidet sich die Himotetracarbonsiure von der 
Himotricarbonsiure und schlieBt sich den Tricarballylsiuren an, 
indem es wie die Calciumsalze der letzteren beim Erhitzen 
der neutralen wifrigen Loésung ausfallt, um beim Erkalten 
wieder in Lésung zu gehen. — Durch Einwirkung von Acetyl- 
chlorid lieferte die Himotetracarbonsaiure eine Anhydridsiure 
C,H,,0, vom Schmelzp. 220—221°% Nach dem Erhitzen tiber 
den Schmelzpunkt auf 160° hat sich die Haimotetracarbon- 
siure verindert, die wiedererstarrte Masse begann bereits 
bei 90° zu schmelzen. Es ist demnach wahrscheinlich, da8 
sich die Saure Abnlich wie die Himotricarbonsiure auf die 


angegebene Art in die stereoisomere Siure wird umwandeln 
lassen. 
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Experimenteller Teil. 
A. Die Synthese der Himotricarbonsiuren. 


1. Herstellung der zur Synthese erforderlichen Ester. 


a) Cyanessigester.!) 100 g Chloressigester,?) 54 g reines 
Cyankalium und 70 ccm abs. Methylalkohol wurden im Heif. 
luftbade 4 Stunden lang zum Sieden erhitzt. Nach dem Ab. 
kiihlen wird vom ausgeschiedenen Chlorkalium scharf abgesaugt, 
der Alkohol abdestilliert und zum Auswaschen des Chlorkaliums 
benutzt. Aus der Waschfliissigkeit wird der Alkohol wieder 
abdestilliert und der Riickstand mit der Hauptmenge vereinigt, 
Diese wurde mit wenig Ather versetzt, wodurch eine unlisliche 
Substanz ausfiel. Die abfiltrierte Lisung wurde darauf im 
Vakuum 2—3mal destilliert und unter gewdhnlichem Druck 
rektifiziert. Siedep. 207—208°. Ausbeute 30°/,. 

b) Zur Darstellung von «-Brompropionsiureester in kleinen 
Mengen kénnen die von Schreiner’) bzw. Bischoff*) ver. 
wendeten Methoden herangezogen werden, zur Darstellung 
gréBerer Mengen wurde das Verfahren von M. Weissig be- 
nutzt.®) Bei einem Einsatz von 300 g Propionsiure, 46 ¢ roten 
Phosphors und 428 com Brom wurden zunichst 412 g rohes 
«-Brompropionylbromid gewonnen, das dann durch zweimalige 
Destillation gereinigt wurde, wobei zunichst der von 140° an 
iibergehende Anteil, dann bei der Rektifikation die Fraktion 
von 150—155° aufgefangen wurde. Die Umsetzung mit der 
doppelten Menge absoluten Alkohols in bezug auf die theo- 
retisch berechnete, erfolgte in der Wirme und lieferte den 
Ester mit 70—75°/, Ausbeute. 

c) Bei der Gewinnung von #-Jodpropionsiureester aus 
Glycerinsiure®) durch Reduktion mit Jodphosphor wurden 





1) N. A. Noyes, Chem. Zbl. 1905, I, S. 150. 

*) M. Conrad, Liebigs Ann. Bd. 188, S. 218 (1877). 
5) Liebigs Ann. Bd. 197, S. 13 (1879). 

*) Liebigs Ann. Bd. 206, S. 319 (1880). 

5) Liebigs Ann. Bd. 242, S. 141, 161 (1887). 


®) V. Meyer, Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 19, 3295 (1886); Bd. 21, S. 24 
(1888). 
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unter Einsatz von 50 g Jod 24g @-Jodpropionsiure und 21g 
des Esters?) gewonnen. (#-Brompropionsadureester auf den von 
Henry?) angegebenen Wege herzustellen, erwies sich wegen 
der schlechten Ausbeuten als untauglich. Befriedigende Re- 
sultate wurden dagegen bei der Herstellung von #-Chlorpropion- 
siureester erlangt*), welche iiber das Propionylchlorid (Sp. 78°) 
fiihrt.4) 104 g des letzteren wurden mit etwa dem doppelten 
Volumen von Tetrachlorkohlenstoff verdiinnt und das Gemisch 
in einer geraumigen Flasche aus farblosem Glase, die mit Kis 
gekiihlt wurde, dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt. Dann 
wurde eine abgekiihlte Lésung von Chlor in Tetrachlorkohlen- 
stoff, etwa 10°/,ig und zwar 10°/, weniger als der theoretisch 


erforderlichen Menge entspricht, in kleinen Portionen hinzu- 
| gefiigt, wobei jedesmal das Verschwinden des Halogens ab- 


gewartet wurde. Bei starkem Sonnenlicht erfolgt die EKinwirkung 
bis gegen Ende der Operation momentan; bei weniger starker 
Lichtwirkung verlangsamte sie sich bedeutend, konnte aber 
durch Unterlegen eines Spiegels beschleunigt werden. Zusatz 


© von Chloriibertrigern hatte keinen Erfolg. Die entfarbte Lésung 


wurde nun in einem dreikugligen mit Glasréhrchen gefiillten 


| Wurtzschen Kolben solange auf dem Wasserbade erhitzt, als 


noch Tetrachlorkohlenstoff tiberging.®)} Der Riickstand wurde 


: in Vakuum fraktioniert und 3 Fraktionen gesondert. I bei 
» 60—80° unter 100 mm Druck: 9,2 g; Il bei 80—85° und 


100 mm: 42g; UI Riickstand: 3,4 g. 
Fraktion I bestand noch aus «-Chlorpropionylchlorid, dessen 


_ gréSte Menge schon mit dem Tetrachlorkohlenstoff tibergegangen 


war. Fraktion II enthielt fast reines #-Chlorpropionchlorid, 





') Henry, Jl. fiir prakt. Chem.(2); Bd. 31, S. 128 (1885). 

2) Chem. Zbl. 1901, I, S. 1356. 

8) A. Michael u. W. Garner, Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 34, S. 4047, 
(1901). 

*) Das noch phophorhaltige Rohprodukt wurde zur Entfernung der 
Verunreinigung mit wasserfreiem Natriumpropionat 5 Stunden lang er- 
hitzt, abdestilliert und das Verfahren wiederholt. 

’) Durch ofteres Ausschiitteln mit Wasser und Extraktion der Aus- 
ziige mit Ather wurde reine a-Chlorpropionsiiure mit 40°/, Ausbeute ge- 


wonnen. 
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der Riickstand bestand aus Chlorpropionsiure. Das Chlori 
lieferte durch Umsetzung mit Alkohol den Ester in berechnete 
Ausbeute (Sp. 162° unkorr.). 

Die von Ch. Moreau’) und C. A. Rojahn?’) angegebeney 
Verfahren zur JDarstellung f-halogenisierter Propionsiiurey 
wurden nicht gepriift. 

2. a) Zur Herstellung des Cyanmethylbernsteinsiureesters 
wurden 23 g Natrium in 400g abs. Alkohol gelést und jy 
diese Lésung 113 g Cyanessigester und 181 g «-Bromessigeste; 
eingetragen, wobei zu kiihlen ist. Man iiberlaBt die Mischung 
6 Stunden sich selbst und erhitzt sie dann 1 Stunde auf dem 
Wasserbade, wonach neutrale Reaktion eingetreten ist. Nach 
dem Erkalten wird vom Bromnatrium filtriert, der Alkohol 
zum gréBten Teil abdestilliert, der Riickstand mit Wasser 
versetzt und das sich abscheidende O1 in Ather aufgenommen, 
Die atherische Lésung wird Br-frei gewaschen, getrocknet und 
der Ather abdestilliert. Bei der Fraktionierung des Riick- 
standes stieg die T'emperatur rasch auf 140°, der Hauptanteil 
ging bei 25mm zwischen 150—175° iiber, bei der Rektifikation 
siedete er zwischen 164—174° Der reine Cyanmethylbern- 
steinsiureester hat den Sp. 167—168° Ausbeute 140,6 bis 
149 g = 66—70°/, der Theorie. 


4,33 mg Substanz (Sp. 164—174°) gaben 9,45 img AgJ (Zeisel). 


5,395 ,, ‘i re 5 0,319 ccm N bei 18° und 
743 mm B. 
CHOON Ber. 27,25°/, C,H; 6,57) N 
Gef. 26,93 6,78 


5 g lieferten nach 10stiindiger Hydrolyse mit 20 g rauchender 
Salzsiure 2,6 g Methylbernsteinsiiureester vom Schmelzp. 111°. 

b) 106,5 g Cyanmethylbernsteinsiureester wurden durch 
Einwirkung von 11,5 g Natrium gelést in 250 g absoluten Al- 
kohol, in die Natriumverbindung iibergefiihrt und mit 114 g 
gereinigtem /-Jodpropionsiureester bzw. mit 68 g #-Chlor- 
propionsiureester gemischt, wobei man auf midglichst  tiefer 


1) Chem. Zbl. 1921, IIT, S. 821. 
*) Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 45, S. 1921, 3115 (1912). 
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Temperatur halt, um dann itber Nacht stehen zu lassen. Hs 
geniigt nun einstiindiges Erhitzen im Heifluftbade, um neutrale 
Reaktion zu erzeugen. Die Aufarbeitung erfolgt, wie bei 2a 
beschrieben wurde, bei der Destillation geht der y-Cyanpentan- 
sye-tricarbonsiureester bei 208° und 20 mm als farbloses, 
zihes Ol in einer Ausbeute von 141—146 g = 90—94 °/, der 


| Theorie iber. 


9,131 mg Substanz gaben 0,365 ccm N bei 14,5° und 741 mm B. 


5,237 ,, - » 14,937 mg AgJ (Zeise)). 
C,5H30gN Ber. 4,47°9/, N und 35,47°/, C,H; 
Gef. 4,64 85,20 


c) Pentan-f,7,7,e-tetracarbonsiureester. 


10,5 g Cyan-f,y,-s-pentantricarbonsiureester, 15,3 g abs. 
Alkohol 3,3 g konz. Schwefelsiure und 0,6 g Wasser wurden 
4 Stunden auf 130—135° (Rohr im Olbade) erhitzt. Das 
Reaktionsprodukt, wie iiblich isoliert, stellte ein rétliches Ol 
vor, das bei 12 mm und 222° als farblose, zithe Fliissigkeit 
iiberging, die in Wasser schwer, in Alkohol und Ather leicht 
lslich war. Die Ausbeute aus 2 Versuchen betrug 14g = 58°/,. 


0,2314 g Substanz gaben 0,4773 CO, und 0,1650 H,0. 


C,,H.,0, Ber. 56,50°/, C und 17,82°/, H 
Gef. 56,26 1,98], 


Nach der Verseifung des Esters durch 20stiindiges 
Erhitzen mit dem dreifachen Volumen konz. Salzsiure auf 
dem Wasserbade wurde eine klare, gelbe Fliissigkeit erhalten, 
aus der durch fraktionierte Krystallisation und darauffolgendes 
wiederholtes Umkrystallisieren aus Wasser die beiden Himo- 
tricarbonsiuren vom Schmelzp. 177° und 140—141° ge- 
wonnen werden konnten. 12 g des Esters gaben 2,9 g des 
ersteren und 2,3 g des letzteren oder 42,6 + 33,8 = 76,4°/, der 
Theorie. 


d) Die Hydrolyse des y-Cyanpentan-/,y,«-tricarbonsiure- 
esters mittels konz. Salzsiiure wurde mit 150 g des Esters und dem 
dreifachen Volumen Saure durch Erhitzen auf dem Wasserbade 
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20 Stunden lang am RiickfluBkihler durchgefiihrt. Dann wurde 
die klare rétliche Lésung eingedampft und der Riickstand pi 
wasserfreiem, siedendem Essigester extrahiert, der Riickstand 
dieser Lésung wurde dann durch fraktionierte Krystallisatioy 
aus konz. Salzsiure getrennt, zum Schlu8 wiederholt ays 
Wasser umkrystallisiert. Aus 150g des Esters wurden er. 
halten 42 g Siure vom Schmelzp. 177° und 38 g der Siiure 
vom Schmelzp. 140—141° oder 43 + 38,9 = 81,9°/, de 
Theorie. 


I. 0,0987 g Himotricarbons. Schmelzp. 140° (i. V.) gaben 0,1709 C0, 
und 0,0582 H,0. 


IT. 0,1428 g e _—" 177° (i. V.) ,, ~—:0,2460 CO, 
und 0,0758 H,O. 
C.H,,05 Ber. 47,06°/, C und 5,88°/, H 
Gef. I. 47,21 6,01 
, IL. 46,98 5,95 


B. Versuche zur Spaltung der inaktiven Himotri- 
carbonséuren in die optisch aktiven Komponenten. 


a) Beim Auflésen der Hamotricarbonsiure vom Schmelz- 
punkt 177° und Brucin im Verhiltnis der Molekulargewic.te in 
heiBem Wasser werden zwei Molekeln der Base gebunden. 
Nach Konzentration der Liésung krystallisiert also ein Salz 
(C,,H,,0,N,),C,H,,O0, + 4H,O in langen prismatischen Nadel, 
die zu groBen Biischeln vereinigt sind. Es lést sich in 45 Teilen 
Wasser von 15°, verliert das Wasser bei 110° und schmilzt 
bei 154—156° [a]? = — 29,5 in 2,5°/,iger waBriger Lisung 
Das Salz wurde in 8 Fraktionen durch Umkrystallisation aus 
Wasser zerlegt. Sie zeigten alle dieselbe Zusammensetzung, 
denselben Schmelzpunkt, auch fast gleiche molekulare Drehungs- 
werte (— 29,07—29,89). Die aus den einzelnen Fraktionen 
zuriickgewonnenen Himotricarbonsiurepriparate schmolzen bei 
175—176° und waren alle inaktiv. Auch der nicht umgesetzte 
Anteil der Himotricarbonsiure, der aus den Mutterlaugen des 
Brucinsalzes wiedergewonnen wurde, schmolz bei 175—176° 
und war inaktiv. 
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Fraktion 1. 0,5103 g Substanz, lufttrocken, verloren bei 110° 0,0334 g H,O. 
5,720 mgs, * gaben 0,262 ecem N bei 
15° und 754 mm B. 


Fraktion 3. 0,4876 g Substanz __,, verloren 0,0328 H,O bei 110°. 


7,532 mgs, " gaben 0,343 cem N bei 15° 
und 750,5 mm B. 

7,234 mg Substanz (110°) ™ 0,363, ee 
und 744 mm B. 


0,1624g¢ ,, ; , 3875 CO, und 0,0950 H,0. 
Fraktion 5. 0,4528 mg _ ,, luftrocken, verloren 0,0297 H,O bei 110° 


5,780 _,, “a gaben 0,265 cem N bei 15° und 
750,5 mm B. 

Fraktion 7. 0,05045 g_,, ‘ verloren 0,0335 H,O bei 110°. 

: 7,420 mg _s,, " gaben 0,345 eem N bei 15° und 


750,5 mm B. 

6,895 mg Substanz (110°) ,, 0,348 ,, N ,, 17° und 
744 mm Bb. 

0,1493¢ ,, ,, gaben 0,3566 ¢ CO, und 0,0892 H,0. 


(Cys Hg0,No)C,H120, 


Ber. 6,77°/, fiir 4H,O 65,29°%/, C 6,50°/, H 5,64°/, N 5,26°/, N bei 4H,O 


1. Gef. 6,55 5,39 
B 3. 6,72 65,08 6,62 5,78 5,28 
BS. 6,56 — — _ 5,37 
3 6,64 65,14 6,70 5,81 5,14 


Dasselbe Salz wurde beim Auflésen von 10 g Hamotricarbon- 
siure und 41,86 g Brucin (1:2 Mol) in 550 ccm Wasser erhalten. 


' Nach 10 Minuten war beim Erhitzen auf dem Wasserbade voll- 


kommene Liésung eingetreten, kurz darauf setzte die Bildung 
von Krystallkeimen ein und nach 24 Stunden hatten sich 37 g 
des Salzes abgeschieden. Das Filtrat lieferte, auf 200 ccm 


| eingeengt, weitere 13,5 g. Beide Abscheidungen wurden durch 
| Lésen in Wasser in je zwei Fraktionen zerlegt, deren Krystall- 


form, Schmelzp. (154—156°) und spezifische Drehung [ee] in 
25°/iger Lisung = — 29,47 bis — 30,11° keine wesentlichen 
Unterschiede gegeniiber dem aus 1 Mol Saiure +1 Mol Base 


erhaltenen zeigte. Die Analyse zweier Fraktionen zeigte die 


gleiche Zusammensetzung. 


0,2486 g Substanz, lufttrocken, verloren bei 10° 0,0169 H,O. 
03564g ,, Ni ~~ ay,-«:10° 0,0239 H,O. 
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8,143 mg Substanz (110°) gaben 0,404 ccm N bei 16° und 744 mmBp 


6,381 mg ‘ (110°) ,, 0,321cemN ,, 16° ,, 744umB. 
0,13895g  ,, (110°) ,, 0,3384 CO, und 0,0828 H,O. 
0,1728¢ ,, (110% ,, 0,4120C0, ,, 0,0988 H,O. 
C,H 0,N»).C,H, AO 
Ber. 6,77°/, H,O fiir 4H,O 65,299), C 6,5°/, H  5,64°/, N 
Gef. 6,80 65,18 6,65 5,74 
6,71 65,03 6,49 5,82 


Das tertiiire Salz bildete sich aus 15 g Himotricarbon. 
siure und 87,9 g Brucin (1:3 Mol) die zusammen in 500 ccm 
Wasser gelést wurden. Hier wurden 6 Fraktionen gesondert, 
die alle die gleichen Eigenschaften besaBen. Es waren diinne, 
prismatische Nadeln, die zu Biischeln vereinigt eine Linge bis 
zu 2 cm erreichten, der Schmelzpunkt lag bei 148—151°, die 
Léslichkeit betrug 1:10 Wasser von 20°. [a], = — 30,97 bis 
— 31,62 in 10°/,iger waBriger Lésung und 1 dem Rohr. 


0,5283 g Subst., lufttrocken, verl. bei 110° 0,0251 g H,O (Fraktion 1) 


0,37l4g¢ ,, 2 » 9 110°0,0179¢H,O( ,, 4) 
0,1649g ,, (110°)gaben0,4021gCO,und0,0987gH,O( ,, 1), 
0,1367g ,, (110° ,, 0,3880gC0, ,, 0,0804gH,O( ,, 4), 
6,015mg ., (110°) ,, 0,328cemN bei22°u.744mmB(_e, 1), 
3,850mg ,, (110°) ,, 0,210ceemN ,, 20° ,, 744mmB(__es, 4), 

C,3H»,0,N,);C,H,,0,4H,O Ber. 4,94°/, H,O 66,64°/, C 6,54°/, H 6,06°/, N 
1. Gef. 4,75 66,50 6,71 6,20 
4. 4,82 66,44 6,59 6,22 


Ganz entsprechende Resultate wurden auch mit der Himo- 
tricarbonsiure vom Schmelzp. 140—141° erhalten. Das sekun- 
dare Salz glich dem der hochschmelzenden auBerordentlich, 
nur die’ spezifische Drehung zeigte eine gréBere Differenz, 
bei 4 untersuchten Fraktionen auch untereinander stirkere 


— 20,31 bis — 26,04° in 2,5—3°/, iger 
wabriger Lésung. Nach der Zerlegung der Salze mit verdiinnten 


Séuren wurde inaktive Himotricarbonsiure vom Schmelzp. 140 
bis 141° zuriick erhalten. 


Abweichungen [a] 


0,1528 g Substanz (110°) gaben 0,3645 CO, und 0,0914 H,0. 


0,1293¢ >: » eae. « Se = 
7,348 mg ss, = » 0,37 cem N bei 18° und 743 mm B. 
6,204 ,, ” ” ” 6,308 ,, » 4, 19° ,, 743 ,, 
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om B. (C.3Hg0.Ne)2CgHi 20, Ber. 65,29°/, C 6,50°/, H 5,64°/, N 
im B, 65,60 6,71 5,77 eee 
Gef. 65,13 6,64 5,57 4 
: C. a) 1. Bromierung der Himotricarbonsiure 1 see: 
vom Schmelzp. 177°. Pde 


. 20 g Siure wurden mit 3,1 g rotem Phosphor innig vermischt Pe 
bon. | und zu diesem Gemisch 75 g Brom tropfenweise zuflieBen EM 
E gelassen. Die ersten Tropfen erzeugten lebhafte Feuererscheinung, 


cen : 
ie zugleich setzte stiirmische Bromwasserstoffentwicklung ein, dann 

mne, mibigte sich die Reaktion, worauf auf dem Wasserbade bis ae 
. bis J zum Aufhéren der Gasentwicklung und bis zur Entfernung des chee 
die IE iiberschiissigen Broms erhitzt wurde. Das durch Glaswolle oe 


tn | filtrierte Reaktionsprodukt stellte ein dunkelbraunes Ol vor 
und enthielt 65,76°/, Br (0,1012 g¢ gaben 0,1527 AgBr), welcher 
Bromgehalt zwar einem Monobromhimotricarbonsiuretribromid 
0,H,O,Br,, ber. 67,76°/, Br, nahekommt, doch muBte ein 


), 
Gemisch vorliegen, da eine Probe des Ols, in Soda gelést, 
4. & durch Kaliumpermanganat oxydiert wurde. Das Ol wurde 
1. [ nunmehr mit etwa der doppelten Menge heiBen Wassers be- 
‘. BF handelt bis Lésung eingetreten war und diese dann mit 
‘lo N ) Ather extrahiert, der 29 g eines gelblichbraunen Sirups 
/herausnahm. Er war nicht zur Krystallisation zu bringen ce ie 
und bestand anscheinend aus einem Gemisch monobromierter oe o 
= Siure, ungesittigter Siure und einem Lakton, wie aus a 
un- 


' » folgenden Versuchen hervorging. Der Bromgehalt betrug 
ich, F 27,299/, (0,0953 g gaben 0,0611 AgBr) ber. fiir C,H,,O,Br 
— © gaben 28,24°/, Br. Eine Lésung in Soda entfirbte Kalium- 





‘re fF permanganat sofort. Die Lésung des Sirups in kaltem Wasser 
get BF] nahm frisch gefalltes Kupfercarbonat reichlich auf und wurde | 
ten FF neutral, beim Erhitzen trat kein Ausfall ein, wohl aber wieder eee a 


140 FF) saure Reaktion. 
2. Die Abspaltung des Broms wurde durch Kochen von 
25 g des Sirups mit 75 g 40°/,iger Kalilauge in einem Kupfer- 
kessel am RiickfluBkiihler bewirkt. Nach vierstiindigem Sieden 
1B. } wurde die erkaltete Loésung vorsichtig neutralisiert und dann 
mit Ather im Extraktionsapparat ausgezogen. Aus dem ge- 
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trockneten Atherauszug wurden 19g eines Sirups?) erhalten, 
der nach langerem Reiben mit einem Glasstabe und Stehep 
im Vacuum teilweise krystallisierte. Durch Abpressen auf Ton 
gelang die Entfernung des anhingenden Sirups.?) Ausbeute 
an Rohsiure 12g. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus 
heiBem Wasser gelang die Reinigung. 


A,-Penten-f, y, «-tricarbonsiiure. CH,-CH-CH—CH=—CH—COOH (,H,,0, 
2,3, 5. PS 
COOH COOH 
bildet feine prismatische Nadeln vom Schmelzp. 112°, die 


sich in 8 Teilen Wasser von 20° lésen. In Alkohol, Ather 
und Essigester ist die Saure leicht léslich. 


0,1665 g Substanz (i. V.) gaben 0,2900 CO, und 0,0760 H,O. 


C,H,,.0, Ber. 47,52°/, C und 4,99°/, H. 
47,50 5,12 
0,1352 g Substanz verbrauchten 19,95 cem '/,, NKOH. 
0,1178 g ” ” 17,4 5959 
Ber. f. C,H,,0O,, 3basisch, 20,6 
17,49 


Das Silbersalz wurde aus der alkoholischen, genau mit 
Ammoniak neutralisierten Lésung durch alkoholische Silber- 
nitratlésung gefallt und mit Alkohol nitratfrei gewaschen. 

Bei der Aufbewahrung im Dunkeln blieb das Salz rein 
weiB. Ausbeute 1,2 ¢ aus 0,6 g Siure. 

0,1752 g Substanz (i. V.) gaben 0,1174 g CO,, 0,0222 g H,O und 
0,1079 g Ag. 


C,H,O,Ag, Ber. 18,28°/, C 1,42°), H 61,599/, Ag 
Gef. 18,37 1,35 61,91 





') Die wiiBrigen Lésungen des Sirups gaben weder nach der Nev- 
tralisation mit Erdalkalicarbonaten noch mit Kupfercarbonat beim Erhitzen 
schwerlésliche Niederschiiige. Aus der dunkelgriinen Lésung des 
Kupfersalzes konnte nach dem Ansiiuern nnd der Abscheidung des 
Kupfers mittels Schwefelwasserstoff eine iitherlésliche ungesittigte Siiure 
vom Schmelzp. 112° gewonnen werden, die nach dem Mischschmelz- 
punkt 110—112° und der Analyse mit der durch Krystallisation erhaltenen 
Siiure identisch war. 

0,1274 g Substanz (i. V.) gaben 0,2218 CO, und 0,0559 H,O = 47,47°/, C 
und 4,92°/, H. 
*) Aufarbeitung unter 38. 
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Bei finfstiindigem Erhitzen von 3g Saure, 15 g absoluten 
Alkohol und 1 g konz. Schwefelsiure wurde ein Atherlislicher 
Ester erhalten, der sich zum gréBten Teil der atherischen 
Lisung durch Soda entziehen lieB. Dieser Teil ging unter 
90 mm Druck bei 206° als farbloses Ol tiber. Ausbeute 2,7 g. 

0,1290 g Substanz gaben 0,2631 g und 0,0828 g H,O. 


0,1426 g om » 0,2573 g AgJ (Zeisel). 
C.sH1,0, Ber. 55,79°/, C 7,03°/, H 22,52°/, C,H, 
Gef. 55,62 7,19 22,26 


Danach liegt ein Diithylester vor, wahrscheinlich ist das 
y-Carboxyl nicht verestert worden. Die Verseifung des Esters 
durch Erhitzen mit konz. Salzsiure fihrte zur Siure, Schmelz- 
punkt 112°, zuriick. Die Reduktion der Siure in alkalischer 
Liésung durch 2°/,iges Natriumamalgam ging beim Erwarmen 
rasch von statten. Nach dem Ansiuern und Eindampfen 
konnte dem Riickstand mit Essigester wieder Himotricarbon- 
siure vom Schmelzp. 176—177° entzogen werden. Durch die 
Reduzierbarkeit in alkalischer Lisung unterscheidet sich die 
A,-Pententricarbonsaiure scharf von der 4,-Siure (Hamatin- 
siure). 

3. Der von den krystallisierten Teilen, welche die Penten- 
tricarbonsiure, Schmelzp. 112°, enthielten, abgetrennte Sirup 
wurde aus dem Tonteller mit Essigester extrahiert und nach 
Abdestillation des Lésungsmittels wieder als Sirup erhalten. 
Durch Digerieren mit kaltem Wasser wurde ihm noch etwas 
von der Pententricarbonsiure entzogen, dann wurde er durch 
lingeres Erwirmen mit Wasser in Lésung gebracht. 

a) 3g des Sirups wurden mit Calciumcarbonat heiB neu- 
tralisiert und die filtrierte Lésung mit Alkohol gefillt. Aus- 
beute 3,5 g eines bei 110° getrockneten Kalksalzes mit 
21,78°/, Ca. 

0,4122 g Substanz gaben 0,3050 g CaSQ,. 

(C,H,0,),Ca, Ber. 21,84°/, Ca 

6) 2g des Sirups wurden in alkoholischer Lésung mit 
Ammoniak neutralisiert, worauf die Lisung mit alkoholischer 
Silbernitratlisung gefillt wurde. Ausbeute 4,8 g. Beim lingeren 
Stehen farbte sich das Silbersalz dunkelbraun. 
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0,2970 g Substanz (i. V.) gaben 0,1800 g CO,, 0,0356 ¢ H,O und 
0,1664 g Ag. 

C.H,0,Ag; Ber. 17,83 °/, C 1,31 Jy H 60,07 °/, Ag 

Gef. 17,60 1,43 59,64 

vy) Eine Reduktion mit Natriumamalgam in alkalische; 
Lésung gelang nicht, die Siure wurde als Sirup, daraus eiy 
leicht in Wasser lésliches, durch Alkoho! fillbares Kalksal, 
(2,2 g) mit 21,68°/, Ca wieder erhalten. 

0,1928 g Substanz (i. V.) gaben 0,1420 g CaSQ,. 

6) Die Reduktion mit Zinkstaub in salzsaurer Lisung 
fiihrte zu einer sirupésen, in Essigester léslichen Siure, der 
nach der Analyse ihres amorphen, selbst im Licht ziemlich 
bestiindigen Silbersalzes, die Formel C,H,,O, zukommt. Dem. 
nach war Reduktion eingetreten, was auch durch die Bestiindic- 
keit gegen Kaliumpermanganat bestiatigt wurde. 

0,1523 g Substanz (i. V.) gaben 0,0983 g CO,, 0,0236 g H.O und 
0,0905 g Ag. 

C,H,O,Ag, Ber. 17,76 °/, C 1,68 °/, H 59,85 °), 

Gef. 17,60 1,74 59,42 


C. b) 1. Die Bromierung der Himotricarbonsiure yom 
Schmelp. 140—141°. 

20g der Séiure wurden mit 27g Phosphortribromid durch- 
feuchtet und zu dem Gemisch 50 g Brom langsam zutropfen 
gelassen. Die Aufarbeitung erfolgte, wie 8S. 25 angegeben 
wurde, nur wurde mit Essigester extrahiert. Nach Abdestil- 
lation desselben hinterblieb ein gelbbrauner Sirup im Gewicht 
von 27,4g. Auch hier lag ein Gemisch von bromierten Siuren, 
ungesittigter Siure und Lacton vor. 

1) 0,1518 g Substanz (i. V.) gaben 0,0850 g AgBr = 28,83 °%, Br. 

C,H,,0,Br Ber. 28,24 °/, Br 

2) Die sodaalkalische Lésung entfiirbte Kaliumpermanganat bei 
Zimmertemperatur rasch. 

3) 0,2233 g Substanz verbrauchten 20,00 cem n/i0-KOH. Nac 
20 Minuten langem Erhitzen reagierte die Fliissigkeit wieder sauer un! 
verbrauchte weitere 5,5 cem n/10-KOH. 

2. Die Trennung des Gemisches wurde durch Extraktion der 
mit Salzsiure angesiiuerten wiBrigen Lisung mit Ather ai- 
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gestrebt, darauf wurde die eingedampfte und im Vakuum 
neben Kalk iiber Schwefelsiiure getrocknete Masse mit Essig- 
ester aufgenommen. 

«) Der Ather hinterlie’ 8g bromfreies Produkt. Die 
wiBrige Lésung desselben wurde mit Kupfercarbonat neutra- 
lisiert, wobei eine dunkelgriine Lésung entstand, die beim Er- 
hitzen keine Fallung gab.') Das Kupfer wurde daher nach 
Zusatz von Salzsiure durch Schwefelwasserstoff entfernt und 
dann von neuem ausgeithert. Nun hinterlieB der Ather einen 
hellgelben Sirup, der nach langem Stehen im Vakuum in 
kleinen, zu Rosetten vereinigten Nadeln krystallisierte. Die 
Reinigung erfolgte durch Umkrystallisation aus Wasser. Die 
Siure erwies sich als ungeittigt und dreibasisch, sie schmilzt 
bei 114° und ist nicht identisch mit der Pententricarbonsiure 
vom Schmelzp. 112° aus der Himotricarbonsiure, Schmelz- 
punkt 177°, sondern ihr isomer, da der Mischschmelzpunkt 
bei 85° lag. 

0,1275 g Substanz (i. V.) gaben 0,2215 g CO, und 0,0558 g H,O. 

C.H,,0, Ber. 47,52 °/, C 4,99°/, H 
Gef. 47,38 4,91 


0,1802 g Substanz (i. V.) verbrauchten zur Neutralisation 26,60 ecm 
n/10-KOH. 


0,1046 g Substanz (i. V.) verbrauchten zur Neutralisation 15,45 ecm 
n/10 KOH. 
C,H,,0, (3 bas.) Ber. 15,56 °/, 


Das Silbersalz wurde als reinweiBer Niederschlag erhalten: 


0,1168 g Substanz (i. V.) gaben 0,0782 g CO,, 0,0141 g H,O und 
00718 g Ag. 

C,H,O,Ag, Ber. 18,37°/, C 1,859, H  61,91°/, Ag 

Gef. 18,26 1,38 61,47 

Bei der Veresterung der Siure mittels Athylalkohol und 
Schwefelsiure wurde wiederum in der Hauptsache ein saurer 
Diithylester erhalten. 3 g Siure ergaben 2,5 g desselben. Er 
ging bei 15mm Druck und 199—201° als farbloses, dickes 
Ol iiber. 





‘) Auch die mit Erdalkalicarbonat neutralisierte Lésung gab beim 
Erhitzen keine Fallung. 
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0,1720 g Substanz gaben 0,3510 g CO, und 0,1114 g H,0. 


0,1441 ¢ * »  0,2705 g AgJ (Zeisel). 
C,.H,,0, Ber. 55,79°/, C 7,05 °/, H 22,52 °/, C,H, 
Gef. 55,66 7,26 23,16 


Bei der Reduktion mit Natriumamalgam lieferten 2 ¢ der 
ungesittigten Siure 1,4 ¢ Haimotricarbonséure vom Schmelz. 
punkt 140—141° zuriick. © 

8) 1. Der Essigester hinterlie’ 17 g eines bromhaltigen, 
gelbbraunen Sirups. Er wurde durch Kochen mit 40°/,iger Kali- 
lauge entbromt, nach dem Ansiiuern wurde mit Ather extrahiert, 
wobei ein Sirup im Gewicht von 11g erhalten wurde, der nicht 
zur Krystallisation gebracht werden konnte. Er erwies sich 
als ungesittigt, lieB sich durch Natriumamalgam nicht redv- 
zieren, wohl aber durch Zinkstaub in salzsaurer Lésung und 
glich auch in dem Verhalten seines Calcium- und Silbersalzes 
den analogen Salzen des bei der Bromierung der Himotri- 
carbonsiiure vom Schmelzp. 177° nach erfolgter Bromabspaltung 
erhaltenen Produktes. 

0,1649 g Kalksalz (110°) gaben 0,1214 g CaSQ,. 

0,1674 g Silbersalz (i. V.) ,, 0,1080 g CO,, 0,0218 g H,O und 
0,1002 g Ag. 


(C,H, O;)Cas C,H,O, Ags 
Ber. 21,84 °/, Ca 17,83°/, C 1,81°/, H 60,07°/, Ag 
Gef. 21,67 17,59 1,46 59,85 


Die Reduktion in salzsaurer Lésung durch Zinkstaub 
lieferte ein hartes, gelbes Harz, in Ather schwer, in Essiz- 
ester leicht léslich. Sein Calciumsalz war in kaltem und 
heiBem Wasser leicht léslich, auf Zusatz von Alkohol fiel es aus. 

0,2018 g Substanz (110°) gaben 0,1466 g CaSQ,. 

(C,H,0,),Ca Ber. 21,68 °/, Ca Gef. 21,38 °/, Ca 


D. Die Synthese der Himotetracarbonsiure 
(Pentan. «,/,7,é-tetracarbonsiure). 


1. Zur Herstellung von y-Cyanpentan-c, §,y,e-tetracarbo- 
siureester wurden 35 g Cyantricarballylsiureester!) zu einer 
Liésung von 2,8 g Natrium in 60 g absoluten Alkohols gegeben 


1) Barthe, Ann. de Chim. et de Phys. (6) Bd. 27, S. 286 (1892). 
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und 27,2 g (-Jodpropionsaureester zugefiigt.') Man verfahrt 
hier am besten wie bei der Kondensation mit Cyanmethyl- 
hernsteinsiiureester (S.10). Aus der dunkelroten Reaktions- 
fissigkeit wurde der Tetracarbonsiureester in der iblichen 
Weise gewonnen. Er geht bei 8—10 mm bei 227—228° als 
zihes, farbloses Ol iiber, das in Wasser schwer, in Alkohol 
und Ather leicht léslich ist. Die Ausbeute betrug 25,5 g 
= 57 %/,. 


0,1638 g Substanz gaben 0,3362 g CO, und 0,1054 g H,0. 


7,111 mg s » 0,235 cem N bei 12° und 743 mm B. 
C,.H.,O;N Ber. 56,07°/, C 7,07, H 3,64% N 
Gef. 56,00 7,21 3,87 


2. Zur Verseifung wurden 70g des Hsters mit 200 ccm 
konz. Salzsiure auf dem Wasserbade 25 Stunden lang digeriert- 
Nach dem Verjagen der Salzsiure hinterblieb ein dunkelrot- 
brauner Sirup, der nach dreiwéchigem Stehen fest geworden 
war. Er wurde mit Essigester extrahiert und der nach Ab- 
destillieren des Lésungsmittels verbleibende Riickstand zunichst 
mit wenig konz. Salzsiure von einer fiirbenden Substanz be- 
freit und dann durch Kochen mit Tierkohle in wiaBriger 
Lisung vollig entfirbt. Die eingeengte Lésung hinterlieB einen 
Sirup, der nach mehreren Wochen zu krystallisieren begann. 
Die Reinigung erfolgte durch wiederholtes Umkrystallisieren 
aus Wasser. Ausbeute an Rohsiure 24g, an reiner Siure 
8g. Aus den Mutterlaugen eine einheitliche Siure zu iso- 
lieren, gelang nicht. Es wurden zwischen 120—134° schmel- 
zende Gemische erhalten. 

Die Pentan-e, §,7, s-tetracarbonsaure krystallisiert in kleinen 
prismatischen Nadeln und schmilzt bei 148°, sie lést sich leicht 
in Essigester, schwer in Alkohol und Ather, ein Teil der Saure 
lést sich an 6,5 Teilen Wasser von 20° Das _polarisierte 
Licht wird von einer gesittigten, wiBrigen Lésung der Siure 
nicht gedreht. 

0,1527 g Substanz (i. V.) gaben 0,2431 ¢g CO, und 0,0684 g H,O. 


Se A cer sn 


') Mit demselben Erfolg kann §-Chlorpropionsiiureester (17 g) ver- 
wendet werden. Ausbeute 25,5 g oder 53°/,. 


Pi 
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C,H,.0, Ber. 43,54 °/, C 4,88 9), H 
Gef. 43,42 5,02 
0,1871 g Substanz verbrauchten 30,05 cem n/10-KOH. 
C,H,,0, (4 bas.) Ber. 30,06 ecin 
0,1145 g Substanz verbrauchten 18,4 cem n/10-KOH. 
C,H,,0, (4bas.) Ber. 18,39 cem 
Die Bestimmung des Molgewichts erfolgte nach der Ge. 
frierpunktserniedrigungsmethode. Lésungsmittel: Phenol, 0 =77, 
20,02 g Phenol, 0,1524 g Subst. 4=0,23. Ber. Molgew. 248,15 Gef. 254.8. 
20,05 g - 0,3102¢ ,, A=0,47. 9 ” _ » §=—-2038,4, 
Das Silbersalz wurde als voluminéser weiBer Niedersclilag 
in alkoholischer Lésung erhalten, es farbte sich beim Trocknen 
selbst im Dunkeln braun. Ausbeute: 2,3 g aus 1 g Siure. 
0,2303 g Substanz (i. V.) gaben 0,1225 g CO,, 0,0248 g H,O und 
0,1334 g Ag. 
C,H,0,Ag, Ber. 16,03 °/, C 110%, 63,87 °/, Ag 
Gef. 15,89 1,32 63,43 
Das Natriumsalz bildet eine glasige, spréde Masse, das 
Ammoniumsalz ist sirupés, das Kupfer-, Zink- und das Calcium- 


salz fallen aus der neutralisierten Lésung der Siure auf 


Zusatz der betreffenden Salze nicht bei Zimmertemperatur, 
sondern erst beim Erhitzen aus. Die Niederschlige lésen sich 
beim Erkalten wieder auf, Nickel- und Cobaltsalz lésen sich 
nicht wieder, Ferro- und Kadmiumsulfat fallen bereits die 
kalte Lésung. Kupfersalz, smaragdgriiner Niederschlag. 

0,3980 g Substanz (i. V.) gaben 0,1688 g Cu,S. 

(C,H,O0,)Cu, Ber. 34,10°/, Cu Gef. 33,87°/, Cu 
Das Bariumsalz krystallisiert mit 1H,0. 
0,4236 g Substanz (i. V.) gaben 0,0075 g H,O bei 140°. 


0,2852 ¢ ; " »  0,2512 g BaSQ,. 
(C,H,O,),Ba,+H,O Ber. 1,71°/, 1H,O 52,05°/, Ba 
Gef. 1,77 51,89 


Ein Anhydrid der Saiure wurde aus 1 g derselben beim 
Erhitzen mit 80g Acetylchlorid wihrend einer Stunde auf | 
dem Wasserbade erhalten. Es krystallisierte aus, nachdem 
der gréBte Teil des Acetylchlorids abdestilliert worden war, 
wurde durch Absaugen isoliert und dann iiber Natronlauge 
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‘m Vakuum stehen gelassen. Es bildet ein weiBes Pulver mit 
dem scharfen Schmelzp. 220—221°. 
0,1053 g Substanz (i. V.) gaben 0,1801 g CO, und 0,0426 g H,0. 
C,H, 0, Ber, 46,95°/, C und 4,38°/, H 
Gef. 46,65 4,53 


Stuttgart, im Marz 1923. 


Herr N. Trénsegaard-Kopenhagen hat es uns durch eine 
Stiftung erméglicht, die Materialien fiir die vorliegende Arbeit zu 
heschaffen, auch die Holzverkohlungs-Industrie A.-G. Constanz, 
hat uns durch Uberlassung von Propionsiiure wesentlich unter- 
stiitzt, wofiir ich auch an dieser Stelle aufrichtigsten Dank 
zum Ausdruck bringen méchte. 


W. Kiister. 














Kine Sondergruppe von Enterolithen beim Menschen: 
Choleinsduresteine. 


Von 


Carl Th. M6rner. 





(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1923.) 


Behufs systematischen Suchens nach Cystinuriefallen in 
Schweden') hat Verf. in den letzten Jahren eine gréBere An- 
zahl Konkrementsammlungen, dffentliche und in Privatbesitz 
befindliche, durchforscht. Hierbei wurde (im Marz 1921) in 
der Dr. Barthold Carlson (Géteborg) gehérigen Sammlung 
ein Enterolith (Darmstein) angetroffen, dessen Aussehen zu 
einer niheren Untersuchung einlud. Derselbe war etwa 20 Jahre 
vorher bei der Operation einer alteren Frau gefunden worden, 
die im letzten Stadium diffuser Peritonitis in Dr. B.s Klinik 
gebracht worden und kurze Zeit danach gestorben war. Die 
Diagnose lautete: ,,Diffuse Peritonitis, verursacht durch Darn- 
stein mit Ileus.“ 

Der Stein war seinerzeit durch einen iiquatorial gelegten 
Saigeschnitt halbiert worden. Die aufbewahrte, dem Vert. 
giitigst zur Verfiigung gestellte Hilfte glich illusorisch — sowohl 
beziiglich der GréBe und Form als beziiglich der Oberflichen- 
beschaffenheit — dem entsprechenden Teil eines Hihnereies 
mit 41—42 mm Breite und 56 mm Gesamtlinge.”) Aus dem 
Gewicht der ,,Halfte* (22,2 g) wurde das Gesamtgewicht zu 


') Ein Bericht tiber diese Untersuchung ist neulich erschienen in 
Upsala Liikareférenings Férhandl., N. F., Bd. 27, 8. 351—3866 (1922). 

*) Als entsprechende Durchschnittszahlen fiir drei aufs Geratewoh! 
entnommene Hiihnereier ergaben sich: 43 bzw. 58 mm. 
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etwa 45 g berechnet. Die natiirliche Oberfliche war matt und 
feinkérnig, nach Reiben fettig glinzend; die Farbe ganz hell 
rotgrau, wie man sie an Hiern gewisser Rassehiihner sieht. Die 
Durchsigungsfliche, im ganzen genommen hell graubraun, wies 
finf schmale, dunkelbraune Zonen auf, von denen zwei in 
einem Abstande von 1 bzw. 2 mm nach innen vom AuBenrande, 


die iibrigen (unregelmiBig oval, aber zueinander ziemlich kon- 
' zentrisch) innerhalb der zentralen Partie belegen waren. Ein 


besonders markierter ,,Kern“ war nicht vorhanden. Die Masse 


lieB sich mit dem Messer in zusammenhingende Scheiben von 
| kleinkérniger, undeutiich krystallinischer Textur schneiden. 


Vor Anstellung der chemischen Untersuchung wurden 20 g 


' des Steinmaterials, durch Reiben und Sieben, in die Form 
eines feinen homogenen Pulvers gebracht. 


Zusammensetzung. 

: "lo 
Organ. Substanz, léslich in Alkohol (bestimmt per Differenz) . . 176,34 
Organ. Substanz, nicht léslich in Alkohol 8,46 | 
Mineralstoffe SAG «sw. s 

e Wasser 12,78 | 





“100,00 


Von den Mineralstoffen betrug der wasserunlésliche Anteil 


» etwas weniger als die Halfte (1,10°/,) — nachgewiesen wurden 
) darn: Fe, Zn, Ca, Mg, P,O,. In dem wasserléslichen Teil 
| (1,32°/,) kamen vor: Na, CO,, SO,, Cl. 


/0 
In dem bei vollstindiger Auslaugung mit warmem Alkohol 


| erhaltenen, graubraunen ungelésten Rest konnten nicht mit 
| Sicherheit organisierte Bildungen, animalische oder vege- 
tabilische, von Nahrungsmitteln herriihrende, nachgewiesen 


werden; der Hauptsache nach bestand er aus amorphem, 


| proteinreichem Detritus. Der Aschegehalt in dem ungelésten 


Rest wurde zu 9,92°/, bestimmt. Bemerkenswert reichlich war 


das Vorkommen von Zink; der Gehalt der Asche hieran, be- 


rechnet als ZnO, betrug namlich 15,22°/)! 

Die Hauptaufgabe war nun, die Natur der die Haupt- 
masse des Steins bildenden, alkoholléslichen organischen Sub- 
stanz festzustellen. Nachdem orientierende Versuche ergeben 








‘ 
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hatten, das Neutralfett fehlte, und daB die Masse (abgeseher 
von nur spurenweise vorhandenem Cholesterin und Bilirubin’ 
aus der einen oder anderen, in Wasser AuBerst schwer lis. 
lichen, stickstoff- und schwefelfreien Gallensiiure bestand, wurde 
zu ausfiihrlicher Fraktionierung des verfiigbaren Materials ge. 
schritten. 

Kine Portion von 16,00 g (entsprechend 12,20 g alkohol. 
léslicher organischer Substanz) wurde mit 3 x 160 ccm Alkohol 
ausgekocht. Die drei filtrierten Alkoholextrakte — Nr. | 
gelbbraun?), Nr. 2 von der Farbe normalen Harns, Nr. 8 ganz 
schwach gelb — wurden, jedes fir sich, im Kalteschrank 
(+ 5° C) abgekiihlt. Nach Entfernung einer geringen (ein paar 
Zentigramm) amorphen Ausscheidung aus Nr. 1 wurden die 
vereinigten, klaren Extrakte auf dem Wasserbad auf 160 ccm 
Vol. eingeengt. Bei weiterem Abdunsten, das bei Zimmerwiirme 
vor sich ging (wobei der Becher lose mit Papier iiberdeckt 
war), setzte sich aus der Fliissigkeit eine krystallinische Masse 
ab, die sukzessiv abgetrennt wurde. Gleichzeitig hiermit wurde 
die GréBe des Abdunstungsbechers in geeignetem Grade ver- 
mindert. Die so erhaltenen, durchweg krystallinischen und 
fast farblosen Fraktionen wogen, nach Trocknen iiber H,S0,, 
bzw.: 

Fes, 1c os 
oc ee 


—_— eee 
— pee 


| Sa. 12,10 g. 

Die Fraktionen wurden, jede fiir sich, durch fortgesetzte 
Fraktionierung aus Alkohol (wie oben), in eine Anzahl kleinerer 
Fraktionen (insgesamt 13) aufgeteilt, die alle beziiglich des 
Schmelzpunktes untersucht wurden: 


Schmelzen 
beginnend bei: 
Pekt. fe. s+.» »§ OF 
‘ 4 as 2 ee 
m= Mm <5 + +e 


1, Von Bilirubin in ganz geringer Menge. 
) 4 s 





von 








Eine Sondergruppe von Enterolithen beim Menschen. 27 


Schmelzen 
beginnend bei: 
. me ac.s sR 
- et «we eS Oe 
be as . eo 
“ oe. 3 ss 2 
~f Bee ey 8 Se 
~ Be «cae « 
~ Qe ae = oe 
« Bees as 3 
- Pee sy ow o. OOO 
~ Wh. cs. 


Samtliche Fraktionen, die jedes Geschmacks entbehrten, 
gaben positiven Ausschlag bei Pettenkofers Reaktion und 
bei der H,SO,- F luoreszenzprobe, negativen dagegen bei Mylius 
Jodreaktion {Schmelzpunkt der Stearincholeinsiure: 186—187°; 
der Palmitincholeinsiure: 184—185°; der Oleincholeinsiure: 
185—186° — alles nach Wieland u. Sorge}].’) 

Nach dieser Vorbereitung wurde nach Wieland u. Sorge 
‘S$. 15), aus kochender Hisessigsiiure (5 ccm pro 1 g Substanz)?), 
Umkrystallisierung vorgenommen teils der 4a-Fraktionen, jede 
fir sich (nachstehend bezeichnet bzw. ,,Prip. A“, ,,Prap. B*, 
,Prap. C“ und ,,Prip. F“), teils der iibrigen, im Hinblick auf 
den Schmelzpunkt zu 2 Portionen vereinigten Kleinfraktionen 
(die mit Schmelzpunkt iiber 183° = ,,Priip. D“; die mit Schmelz- 
punkt 183° oder darunter = ,,Prip. E“). Die so erhaltenen 
6 Gallensiurepraparate, bestehend aus ganz geschmacklosen, 
rein welBen, feinen Krystallnadeln, wurden weiter, nach einigen 
Tagen Aufbewahrung in H,SO,-CaO-Exsiccator, in nachstehend 
genannten Hinsichten gepriift. 


Schmelzpunkt. 
Prip. A 144°, Priip. D 143°, 
> a 144 , i a 142 , 
, £ 142 , » F 143 . 





1) Diese Zs. Bd. 97, S. 1—27 (1916) (auf S. 25, Z. 8 v.o., ist ,,Athyl- 
alkohol zu streichen). 

*) Kochen nur einige wenige Minuten lang (behufs Vermeidung 
von Acetylierung). 
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Bei der Ausfiithrung der Bestimmung wurde das H,S0,- 
Bad im voraus auf 130° erwirmt gehalten. Zum Vergleich 
wurde der Schmelzpunkt, unter den gleichen Bedingungen, yon 
2 Desoxycholsiurepraparaten — das eine von O. Hammarsten, 
das andere von Pregl dargestellt und jetzt aus Hisessigsiiure 
umkrystallisiert (d. h. in Acetocholeinsiure iibergefiihrt) — be. 
stimmt; Resultat: 142 bzw. 143° (145° wird von Wieland u,. 
Sorge angegeben). In simtlichen Fallen wurde beim Schmelzen 
eine farblose Fliissigkeit, von weiBschimmernden Gasblasen 
durchsetzt, erhalten. 


Aquivalentgewicht, 
bestimmt mittelst Titrierung, in Alkohollésung, mit n/10-NaOH 
und Phenolphthalein als Indicator. 


Prip. A 217, Prip. D 231, 
> 214, i 213, 
C 217, ae 221, 
([Berechnetes Aquivalentgewicht fiir: 
Acetocholeinstiure. . .. ...-.. 226 
Stearincholeinsiure . . . . . . . . 380 
Desoxycholsiiure . ....... . 892 
nn ee |: 


Elementare Zusammensetzung.') 


C °%, H */, 
Priip. A ii 68,72 10,13, 
ae 
BE wm) om 
, & se 69,27 sn 10,13 


[Berechnet fiir: 
Acetocholeinsaure. 
C,H 490, + C,H,0,: 
Stearincholeinsiure, 


(C,H 4,04); - Cig H550,: 


68,96°|, C; 9,829), H, 


73,68, 10:44 - ,, 





) Diese und spiter angefiihrte Elementaranalysen sind giitigst von 
Herrn Privatdozenten Dr. H. Lieb, Graz, ausgefiihrt worden. 





halter 
Wase 
essigs 
Kape 
danac 
damit 
oben) 


Er be 


[ 


und ( 
| 
diagn 
essigs 
1 
n/10- 
! 


saure: 


1 


eens 


t 








Eine Sondergruppe von Enterolithen beim Menschen. 29 


Desoxycholsaure, 

CoH i004: 73,39 C 10,30 H, 
Lithocholsaure, 

Co4H 4.05: 76,51, 10:78) -,.); 


Die bei den oben erwihnten Umkrystallisierungen er- 
haltenen Eisessigsiure-Mutterlaugen, vereinigt mit der beim 
Waschen der betreffenden Krystallportion angewandten His- 
essigsiure, wurden jede fiir sich bei Zimmertemperatur in 
Kapellenzug abdunsten gelassen. Der Abdunstungsrest wurde 
danach mit Petroleumither aufgenommen und auf dem Filter 
damit gewaschen. Nach Abdunstung des Lésungsmittels (wie 
oben) und Exsiccatorbehandlung wurde der Riickstand gewogen. 
Er bestand in jedem Falle aus: 


Hoherer Fettsiure. 








°/o 
(Erhalten bei Dar- (des iti 
stellung von): Ausgangs- 
materials) 
Praip. A 7,3 Fest , Diese beiden Abd.-Reste, ver- 
einigt und zweimal aus Al- 
» kohol umkrystallisiert, zeigten 
Schmelzp.: 62—63° (eine klei- 
a) a 7,3 vs nere Portion 65°). 
2 C 8,3 ” 
ap 8,9 ‘ 
a 11,27 Halbfest (Schmelzp. etwa 30°), 
Fliissig (mit unbedeutender Menge 
Pa 18,8 5 : 
festerer Partien). 








[Berechnete Fettsiureabspaltung aus Palmitin-, Stearin- 
und Oleincholeinsiure: 7,5—8,3°/, |. 

Behufs weiterer Sicherung der fraglichen Gallensiure- 
diagnose wurden folgende Versuche mit aus kochender Kis- 
essigsiiure nochmals umkrystallisierter Substanz angestellt. 

Vers. 1. 2,1692 ¢ erforderten zur Neutralisierung 93,5 ccm 
n/10-NaOH. 

Aquivalentgewicht also: 232 [berechnet fiir Acetocholein- 
saure: 226]. 

Vers. 2. Kochen mit frischdestilliertem Xylol (10 ccm 


*) Siehe unten S. 31! 


—_— 
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pro 1 g Substanz) unter RiickfluBkihler. Dabei setzten sich 
aus der anfangs fast klaren Fliissigkeit Aggregate von langen, 
glinzenden Krystallnadeln ab. Nach AbgieBen der Fliissigkcit 
und erneutem Kochen mit Xylol (in Menge wie oben) wurde 
das feste Reaktionsprodukt abgetrennt, mit Xylol gewaschen 
und zuerst an der Luft, dann tiber H,SO, getrocknet. Der 
direkt gefundene Schmelzpunkt war 179°; nach Umkrystalli- 
sierung aus absolutem Alkohol: 181° Ein bei diesen Schmelz. 
punktsbestimmungen als Vergleichsobjekt angewandtes Priparat 
von notorischer Xylolcholeinsdure (auf analoge Weise aus von 
O. Hammarsten dargestellter Desoxycholsiure bereitet) schmolz 
in beiden Fallen gleichzeitig mit dem Darmsteinpriparat [183° 
nach Wieland u. Sorgel. 

0,5480 g verbrauchten zur Neutralisierung 12,36 ccm 
n/10-NaOH. Aquivalentgewicht = 447. 

[445 berechnet fiir NXylolcholeinsiure, (C,,H,,0,), °C,H,,.|. 

Vers. 3.: Kochen mit Stearinsiiure, in etwas Uberschué, 
und Alkohol (bzw. 0,1 g und 5 ccm pro 1 g Substanz), danach 
Zusatz von Alkohol bis zum urspriinglichen Volumen. Die 
beim Abkiihlen abgesetzte, schén krystallinische Masse wurde 
aufgesogen, mit Alkohol gewaschen usw. Durch Umkrystalli- 
sieren aus absolutem Alkohol wurden bei langsamer Abkiihlung 
lange, klare Prismen erhalten (Schmelzp. 188°). 

a) 0,3893 g verbrauchten zur Neutralisierung 10,35 ccm 
n/10-NaOH Aquivalentgewicht = 377; 

0,4863 g verbrauchten zur Neutralisierung 12,8 ccm n/10- 
NaOH. Aquivalentgewicht = 380. 

(Berechnet fiir Stearincholeinséure: 380]. 

b) Spez. Drehung (in absolutem Alkohol). Konz. 2,2852; 
Rohrlange 2 dm; abgeles. Winkel 2,23°. [a]!°° = + 48,8°. 

Konz. 3,4736; Rohrlinge 2 dm; angeles. Winkel 3,40°. 
[a] 15° = + 48,9°. 

(Entsprech. Wert bei 20°: + 49,1°, nach Wieland und 


Sorgel. 
Elementare Zusammensetzung. 


C "lo 'H "lo 
oe 10,81 
73, 10,80. 
73,49 f (9°0 avs 8 
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([Berechnet fiir Stearincholeinsiure: 73,68°/, C; 10,41°/, H). 

Die gefundenen Daten bestiitigen demnach die Identitiat 
mit Stearincholeinsdure. 

Aus den oben angefithrten Tatsachen geht unzweideutig 
hervor, daB die in Alkohol lésliche, etwa */, des Gesamt- 
gewichts bildende organische Substanz des untersuchten Entero- 
lithen aus ,,Choleins’ure* — im urspriinglichen, 4lteren 
Sinne (d. h. Desoxycholsiure in Verbindung mit héherer Fett- 
siure, im molekularen Verhaltnis 8:1) — besteht, ohne nach- 
weisbare Beimischung als (abgesehen von Spuren von Chole- 
sterin und Bilirubin) héhere Fettsiure (frei) in ganz unbedeu- 
tender Menge, welch letztere Beimischung sich zu erkennen 
gegeben hat teils durch Schmelzpunktsenkung fiir die bei suk- 
zessiver Alkoholauskrystallisierung gewonnenen letzten Cholein- 
siurefraktionen, teils durch eine Fettsiureausbeute (bei Dar- 
stellung von Prip. E und F oben), die die fiir reine, native 
Choleinsiure berechnete etwas iiberschreitet. Im Hinblick auf 
den letzterwahnten Umstand ist es véllig verstindlich, daB 
Desoxycholsiure (freie) nicht angetroffen worden ist. Als ab- 
wesend sind ferner zu verzeichnen: Glykocholsiure, Cholsiure 
ud Lithocholsiure. 





Bei einer 34 jaihrigen Frau, die an chronischer, stenosierender 


| Darmtuberkulose litt, fand J. Berg") 1907 in einer stark er- 


weiterten Jejunumschlinge 9 gréBere (nuBmandelgrofe) und 
3—4 kleinere, verhiltnismiBig leichte, gelbbraune Steine, die 
zunichst fiir Gallensteine gehalten wurden. 

Nachdem K. A. H. Mérner pralimiar festgestellt hatte, daB 
ihr Hauptbestandteil eine Gallensiure war, wurde die Unter- 


‘suchung von J. Sjéqvist?) weitergefiihrt. ,,Die untersuchten 
Steine bestanden der Hauptsache nach aus veriinderten Gallen- 


siuren; in geringer Menge fanden sich freie fette Sauren, 
Cholesterin, Bilirubin und Mineralstoffe [1,6°/,].“ ,,Die isolierte 
“allensiiure, deren Menge %/, des Materials bildete, diirfte also 
aus Choleinsiiure bestanden haben —.“ 





') Hygiea, Festband 1908. Teil 1, Nr. 19. 
*) Ebenda, Teil 2, Nr. 48. 
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Die genannte Untersuchung wurde zu einem Zeitpunkt 
ausgefiihrt, da Wieland und Sorges geniale, manchen bis 
dahin dunklen Punkt klarende Untersuchung (von 1916) iibey 
die Natur der Choleinsiiure bzw. das gegenseitige Verhiiltnis 
dieser Siure und der Desoxycholsiure noch nicht vorlag, und 
da auch H. Fischers Entdeckung der Lithocholsaure?) noch 
nicht beriicksichtigt werden konnte. Die zu jener Zeit ge. 
lieferte Beweisfiihrung konnte sich daher nicht so bindend ge. 
stalten, wie es bei unserer gegenwirtigen Kenntnis in einem 
derartigen Falle méglich ist. Nichtsdestoweniger diirfte man 
berechtigt sein, den letztgenannten Fall als dem in diesem 
Aufsatz niher behandelten analog zu betrachten und in diesen 
beiden Fallen*) die ersten bekannten Vertreter einer 
eigenartigen Gruppe von Enterolithen beim Menschen: 
der Choleinsiuresteine, zu sehen. 

Sj6qvist sagt seinerzeit (1908), daB Darmsteine derartiger 
chemischer Natur ,,sich von allen anderen beschriebenen Darm. 
konkrementen beim Menschen unterscheiden. Weder aus 
Miyoshis im gleichen Jahre erschienener Arbeit ,,Uber En- 
terolithen“*) noch aus der spiteren Literatur ist mir ein den 
zwei hier angefiihrten entsprechender Fall zurzeit bekannt.' 
Zweifellos ist die Erscheinung — auch wenn, wie leicht 
erklirlich wire, bei der Literaturdurchsicht ein hierher ge- 
horiger Fall iibersehen worden sein sollte — als sehr selten 
zu bezeichnen. Sind indessen innerhalb eines so beschrinkten 
Gebiets wie Schweden zwei dieser neuen Gruppe zugehdrige 
Falle entdeckt worden, so miissen wohl weitere Fille allmiahlich 
auch aus anderen Teilen der Welt bekannt werden. 


1) Diese Zs. Bd. 73, S. 214, 234—236 (1916). 

*) Der friihere Fall mit Multipel-, der spiitere mit Solitiirvorkommen 
von Stein. 

8) Inaug.-Diss. Miinchen 1908. 

*) Zu dieser Gruppe ist natiirlich nicht ein von Glénard u. Grigant 


(Compt. rend. hebdom. de la Soe. de biolog. Bd. 76, Teil 1, 8S. 727—12! 


[1914]) erwihnter nuBihnlicher Enterolith zu rechnen, der — auber 
24,7°/, Fett, 14,3°/, Mineralstoffen usw. — 10,3°/, ,,sels biliaires‘ (ohne 
jede Kommentierung der Bedeutung des Ausdrucks!) enthielt. 
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Wie Schuberg}) sehr richtig betont hat, ist die Alkaleszenz 
des Darminhalts eine bestimmte Voraussetzung fiir die Ent- 
stehung der gew6dhnlichen, wesentlich aus Mineralstoffen be- 
stehenden Enterolithen beim Menschen, deren Bildung innerhalb 
des oberen Teils des Diinndarms daher ausgeschlossen ist, fiir 
deren Entstehung aber die Bedingungen ,um so besser erfillt 
sind, ,,je weiter abwiarts der Darminhalt gelangt“. Was dagegen 
die Choleinsiuresteine (Hauptbestandteil: die freie Saure!) be- 
trifit, so ist hier das Entgegengesetzte der Fall. Fiir die Ent- 
stehung derartiger Steine mu8 durch den Chymus verursachte 
saure Reaktion des Darminhalts als eine notwendige Be- 
dingung vorausgesetzt werden, weshalb auch die Ent- 
stehungsmoéglichkeit auf den obersten Teil des Dinn- 
darms beschrankt sein muB. Welche Faktoren im iibrigen, 
zusammenwirkend, im Diinndarm eine so ausgesprochen selek- 
tive Ansammlung eines bestimmten Gallenbestandteils — eines 
anderen als die, welche in den Gallenwegen hauptsiachlich zu 
Steinbildung (Gallenstein) AnlaB geben — zu verursachen ver- 
mégen, das entzieht sich bis auf weiteres unserer genaueren 
Kenntnis. 


) Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 90, S. 73—87 (1882). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXX. 3 
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Uber die Bestimmung des Proteinstickstoffs nach Stutzey. 
Von 
S. Kostytsechew. 


(Mitteilung aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. April 1923.) 


Die Bestimmung des Proteinstickstoffs nach Stutzer’) ist 
bei Untersuchungen auf dem Gebiete der Agrikulturchemie 
und Pflanzenchemie allgemein gebriuchlich. Diese rein en. 
pirische Methode griindet sich auf die Beobachtung, dab ge. 
nuine Pflanzenproteine durch Kupferhydroxyd in der Siedehitze 
gefallt werden, indes Kupferverbindungen der Peptone und der 
krystallinischen Spaltungsprodukte der EiweiBstoffe in Lisung 
bleiben. Spiterhin wurde eine Vereinfachung der Methode von 
Barnstein?) vorgeschlagen; bei dieser Modifikation der uw: 
spriinglichen Methode verwendet man Kupfersulfat und Natron 
lauge; basisches Kupfersulfat bzw. Kupferhydroxyd bildet sich 
bei der Reaktion selbst. Beide Varianten liefern ganz gleiche 
Resultate, wie es z. B. aus folgenden Zahlen zu ersehen ist. 


N nach Stutzer in 1g Trockenhefe ......... A. 78,2mg 8B. 8 mg : 


N nach Barnstein in 1 g Trockenhefe .......... 18,9 ,, 
N nach Stutzer in 2 g autolysierter Trockenhefe 31,9 ,, 
N nach Barnstein in 2 g autolysierter Trockenhefe 31,7 ,, 


Nun haben 8. Kostytschew und W. Brilliant®) dariibe 


1) A. Stutzer, Journ. f. Landwirtsch. Bd. 28, S. 103 (1880); Bd. 2! 
S. 473 (1881). 


*) Barnstein, Landw. Versuchsstat. Bd. 54, S. 327, (1900). 

3) §. Kostytschew und W. Brilliant, Diese Zs. Bd. 91, 8.37 
(1914); Bullet. de lAcadémie des Sciences de St. Petersbourg, Jali 
gang 1916, 8S. 953; Diese Zs. Bd. 127, S. 224 (1923). 
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perichtet, daB Aminoséuren mit Zucker bei ziemlich niedrigen 
Temperaturen (30—50°) Verbindungen eingehen. Diese Ver- 


bindungen sind mit Kupferhydroxyd fallbar. 


Folgende experimentelle Daten aus den bisher nicht ver- 


jffentlichten Analysen von S. Kostytschew und W. Brilliant 


kjnnen als eine Erlauterung des vorstehend Dargelegten dienen. 
0,5 g Glykokoll'), 0,2 g NaOH, 4 g Traubenzucker und 


; 10 com Wasser wurden 3 Tage bei 55° stehen gelassen. 


N nach Stutzer-Barnstein: 39,0 mg. 
Es ist also ersichtlich, daB in einem kiinstlichen Gemisch, 


das keine Spur von Proteinstickstoff enthielt, eine bedeutende 
' Menge des nach Stutzer fallbaren Stickstoffs ermittelt wurde. 


In autolysierter Trockenhefe erfolgt nach Zusatz von 


| Zucker eine massenhafte Bildung von Stoffen, die mit Kupfer- 


hydroxyd nach Stutzer fallbar sind und doch mit den Eiweif- 
stofien nichts zu tun haben. AuBer den in den zitierten Mit- 


: teilungen von S. Kostytschew und W. Brilliant enthaltenen 
| Zahlen, will ich noch folgende anfiihren. 


A. 2 Portionen zu je 2 g Trockenhefe nach Autolyse in 


» je 10 ccm 0,01/n Essigsi&ure. 


N nach Stutzer-Barnstein: I. 22,2 mg II. 21,4 mg. 
B. 2 Portionen zu je 2 g Trockenhefe wie A autolysiert, 


) dann mit basischem Kaliumphosphat schwach alkalisch gemacht 
und bei 55° stehen gelassen. 


N nach Stutzer-Barnstein: I. 21,8 mg II. 22,6 mg. 
C. 2 Portionen zu je 2g Trockenhefe wie B behandelt, 


‘ aber nach der Autolyse mit je 4g Traubenzucker versetzt und 
© bei 55° stehen gelassen. 


N nach Stutzer-Barnstein: I. 97,8 mg II. v4 mg. 

Noch gréBer wird die Menge der nach Stutzer fallbaren 
Stoffe, wenn man Trockenhefe nach der Autolyse mit einer 
Lésung von Aminosiiuren und mit Zucker versetzt. 

A. 2g Trockenhefe nach Autolyse in 10 ccm 0,01/n Essig- 


sdure. 
N nach Stutzer-Barnstein: 19,8 mg. 


') Ein analysenreines Priaparat. 


3* 
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B. 2g Trockenhefe wie A autolysiert, dann neutral ge. 
macht, mit 4 g Zucker und einer Lésung von Aminosiiurey 
(nach Neuberg und Kerb?) aus autolysierter Hefe dargestellt 
versetzt und bei 55° stehen gelassen. 

N nach Stutzer-Barnstein: 136 mg. 

Kine Bildung von fraglichen Stoffen findet auch bei nied. 
rigeren Temperaturen statt. 

2 g Trockenhefe nach Autolyse in 10 ccm 0,01 /n Essigsiiure, 

N nach Stutzer-Barnstein: 22,5 mg. 

2 g Trockenhefe nach Autolyse in 10 ccm 0,01/n Kssigsiiure 
mit basischem Kaliumphosphat schwach alkalisch gemacht und 
bei 30° stehen gelassen. 

N nach Stutzer-Barnstein19,0 mg. 

2 g Trockenhefe nach Autolyse in 0,01/n Essigsiiure mit 

4 g Traubenzucker versetzt und bei 30° stehen gelassen. 
N nach Stutzer-Barnstein: 33,0 mg. 

Diese Verbindungen von Aminosiuren mit Zucker sind mit 
Bleiessig nicht oder nur in minimalen Mengen fallbar. Sie kénnen 
also im Filtrate vom Bleiniederschlage mit Kupferhydroxyd 
entdeckt werden. So wurden im folgenden Versuche Portionen 
von autolysierter und nachher mit Zucker bei 34° belassener 
Trockenhefe mit Bleiessig gefillt und im Filtrate vom Blei- 


niederschlage der nach Stutzer fillbare Stickstoff ermittelt. 
Im Bleiniederschlage: A. 21,6 mg B. 23,0 mg. 
N nach Stutzer im Filtrate vom Bleiniederschlage: A. 17,1 mg _ B. 18,2 mg. 


Da die Gesamtmenge der Proteine mit Bleiessig gefillt 
worden war, so ist der nach Stutzer ermittelte Stickstoff ohne 
Zweifel kein Proteinstickstoff. 

Es ist also ersichtlich, daB die Methode von Stutzer in 
Gegenwart von Aminosiuren und Zucker mit sehr beachtens- 
werten Fehlerquellen verbunden ist. Ein Pflanzenmaterial, in 
dem Zucker und Aminosiuren nicht simultan auftreten, gehirt 
aber zu den Seltenheiten. Die in meinem Laboratorium aus: 
gefihrte Arbeit von N. N. Iwanoff?) hat dargetan, da eine 
Umwandlung von Aminosiiuren unter Bildung von nach Stutzer 





‘) Neuberg und Kerb Biochem. Zs. Bd. 39, S. 498 (1912). 
*) N.N. Iwanoff, Biochem. Zs, Bd. 120, S. 25 (1921). 
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fs\lbaren Stoffen selbst in verdiinnten Zuckerlésungen zustande 
kommt. Auch ergaben einige biochemische und pflanzenphysio- 
logische Untersuchungen namentlich durch Verwendung der 
Stutzer schen Methode der Eiweibbestimmung fehlerhafte Re- 
sultate. N. N. Iwanoff wies z. B. nach, daB die vermeintliche 
von L. lwanoff!) vertretene Stabilitit des HefeeiweiBes wihrend 
der alkoholischen Girung auf unrichtigen Analysen beruht und 
auf Grund der von S. Kostytschew und W. Brilliant er- 
haltenen Ergebnisse ganz anders aufzufassen ist. Ich will die 
erliuternden Analysenzahlen von N. N. Iwanoff aus einem 
Garungsversuch seiner Arbeit hier wiedergeben. 

Lebende Hefe in 10°/,iger Rohrzuckerlésung bei 31°. 
Es wurden folgende Stickstoffmengen gefunden. 


Vor der Girung: 


Im Niederschlage vom Bleiessig: A. 93,4 mg B. 93,8 mg. 
Naek Stateer . . . css KS, BOOS s 


Nach 24-stiindiger Giairung: 

Im Niederschlage vom Bleiessig: A. 83,2 mg B. 83,0 mg. 

Nee: PRONORE. 6. 6 tek. Bea eS 94,3 ,, 

Die Fallung des HefeeiweiBes mit Bleiessig ergab eine 
deutliche Abnahme des EiweiBstickstoffs nach 24-stiindiger 
Girung; mit Hilfe der Stutzerschen Methode erhilt man aber 
ein ganz anderes Resultat: die Stickstofimenge im Kupfer- 
niederschlag ist nach der Girung gréBer geworden. 

Auch die sogenannten Girungsexkremente von Ad. May er?) 
sind nach N. N. Iwanoff nichts anderes als die von 8. Kosty- 
tschew und W. Brilliant beschriebenen Stoffe. Bereits frither 
haben Schjerning*) und Rubner*) auf einige Mangel der 
Stutzerschen Methode der Protein- N-Bestimmung hingewiesen. 
Die in vorliegender Mitteilung dargelegten Tatsachen bilden 


') L. Iwanoff, Diese Zs. Bd. 42, S. 464 (1904). 

*) Ad. Mayer, Untersuch. iiber die alkoholische Garung usw. 
(1869). 

‘) H. Schjerning, Zs, f. analyt. Chem. Bd. 39, S. 545 und 633 
(1900). 

‘) M. Rubner, Die Ernihrungsphysiologie der Hefezelle bei al- 
koholischer Girung S. 280 (1913). 
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insofern die Erginzung und Erweiterung der friiheren kritischey 
Erérterungen, als nunmehr auBer Zweifel steht, daB nicht nyy 
Eiweibstoffe, sondern auch anderweitige Substanzen mit Kupfer. 
hydroxyd nach Stutzer gefallt werden. Wenn also friihe; 
angenommen werden konnte, da die Ungenauigkeiten der 
Stutzerschen Methode evtl. durch neue analytische Kunst- 
griffe zu beseitigen waren, so ist gegenwirtig der Sachverhalt 
ein ganz anderer!). Die Grundlage der Methode selbst ist 
jetzt als unsicher anzusehen, und zwar sind die miglichen 
Fehler so betriachtlich, da8 die Methode in einigen Fillen 
auch fiir anniithernde Schitzungen unzureichend ist. Sie sollte 
also, meiner Meinung nach, von der analytischen Praxis aus- 
geschlossen werden. 

Zusammenfassung der Ergebnisse. Die Stutzersche 
Methode der Bestimmung des Proteinstickstoffs beruht auf 
einer unsicheren Grundlage und liefert in einigen Fallen ganz 
unrichtige Resultate. 





1) Schjerning gibt z.B. an, daB nach der Stutzerschen Me- 
thode, Amino- und Amidverbindungen zum Teil mitgefillt werden. Da 
aber Kupferverbindungen der genannten Stoffe in heiBem Wasser lislich 
sind, so beruht der von Schjerning hervorgehobene Mangel offenbar 
auf irgendeinem Nebenumstande und ist also durch eine geeignete An- 
derung der Verhiiltnisse bei der Fallung durch Kupferhydroxyd leicht 
abzuschaffen. Jedenfalls sind derartige Einwiinde nicht imstande, die 
Methode ganz in MiBkredit zu bringen. 











Untersuchungen iiber den Ammoniakgehalt des Blutes. 
Von 
VY. Henriques. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Kopenhagen.) 
Der Redaktion zugegangen am 19. April 1925. 


Die Frage, welche Mengen von Ammoniak normaliter im 
Blute vorkommen, kann noch nicht als endgiiltig entschieden 
bezeichnet werden. Im Jahre 1921 gaben Nash und Benedict 
eine ausfihrliche Darstellung der bisher tiber dieses Thema 
angestellten Untersuchungen!), weshalb ich hier auf dieselben 
nicht niher einzugehen brauche. Hs geht aus ihrem Aufsatz 
hervor, daB die von den verschiedenen Untersuchern gefundenen 
Werte von Am-N in 100 ccm Blut sehr betrichtlich schwanken, 
nimlich von ,Spuren“ bis gegen 1,3 mg. DaB sich im Blute 
der Vena portae bedeutend mehr Ammoniak nachweisen laBt 
als in dem Blute anderer GefaiBgebiete, darin stimmen simt- 
liche Verfasser tiberein; die reichliche Ammoniakmenge riihrt 
sicherlich in der Hauptsache von einer Resorption aus dem 
Darmkanal her. 

Wenn man nun nach der Ursache der so stark schwanken- 
den Untersuchungsergebnisse fragt, so hege ich keinen Zweifel 
daran, daB dieselbe in den befolgten Verfahren zu suchen ist. 
Ich werde diese hier keiner niheren Kritik unterwerfen und 
verweise nur auf den friiher von Christiansen und mir 
iiber diese Frage verdffentlichten Aufsatz.?) Ich bin fort- 
fahrend der Ansicht, da8 das von uns befolgte Verfahren zu- 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, S. 463. 
*) Biochem. Zs. 1917, Bd. 78 und 80. 
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treffende Resultate ergibt, und diese Auffassung wird durch 
die von mir angestellten neuen Untersuchungen iiber dey 
Ammoniakgehalt von Blut aus Arterien, Vena cava und Vena 
renalis noch erhirtet. Der Grund dazu, daB ich die Unter. 
suchungen iiber den Ammoniakgehalt des Blutes, namentlich 
des Nierenvenenblutes wieder in Angriff genommen habe, liegt 
in dem Erscheinen des oben erwahnten Aufsatzes von Nash 
und Benedict. Die Verff. fihren eine Reihe von Versuchey 
an, aus denen hervorgeht, daB das Nierenvenenblut beteutend 
mehr Ammoniak enthilt als das gleichzeitig entnommene 
Carotisblut; es findet sich durchschnittlich doppelt so viel 
Ammoniak in der Nierenvene wie in der Carotis, ja in einen 
Falle enthielt die Carotis 0,08 mg Am-N, das Nierenvenenblut 
aber 0,26 mg, d.h. mehr als die dreifache Menge. Die Vert. 
schlieBen aus ihren Versuchen, daB sich in der Niere, als ein 
Teil von der Funktion dieses Organs, eine Ammoniakbildung 
volizieht. In einem spiteren Aufsatz haben die beiden For- 
scher (auf Grund von einigen kritischen Bemerkungen von 
Dr. F. Addis, Standford University Medical School) noch 
weitere Versuche iiber diese Frage veriffentlicht und dar- 
getan, daB das Nierenvenenblut bedeutend mehr Ammoniak 
enthalt als das Carotisblut. 

Neuerdings hat Dorothy S. Russell in dem Aufsatz 
,»Ammonia Content of the Blood in Nephritis*!) der Hypothese 
von Nash und Benedict beigepflichtet, indem es heiBt: ,It 
is argued, that the evidence available lends support to Nash 
and Benedict’s hypothesis, that the kidneys are the site of 
ammonia formation in the body, and that the traces found 
in the systemic circulation represent an overflow from these 
organs.“ 

Falls diese Auffassung tatsichlich zutreffen sollte, wiirde 
dies eine vollstindige Umwandlung unserer gegenwiirtigen Vor- 
stellung vom Umsatz der stickstoffhaltigen Stoffe im Orga- 
nismus bedeuten, und es wird meiner Meinung nach daher von 
Bedeutung sein, zu untersuchen, ob die Nieren wirklich fiir 





*) Biochem. JI]. Bd. 17, S. 72. 
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die Ammoniakbildung im Kérper eine so wesentliche Rolle 
spielen, wie von Nash und Benedict behauptet wird. 

Das von mir benutzte Verfahren zur Bestimmung der 
Ammoniakmenge des Blutes ist das friher hier im Institut 
pefolgte. Um die Genauigkeit des Verfahrens festzustellen, 
ist wiederholentlich versucht worden, den Ammoniakgehalt 
einer gréBeren Blutmenge zu bestimmen, die in Kaliumoxalat 
angesammelt war; dem sorgfaltig gemischten Blute wurden 
zu gleichzeitiger Untersuchung vier Proben entnommen. Die 
Divergenzen waren in der Regel nicht gréfer als 0,05 mg 
Am-N pro 100 ccm Blut. 

Das Verfahren bei der Blutprobeentnahme war in den 
einzelnen Versuchen ein etwas verschiedenes, wie dies aus 
dem unten Mitgeteilten hervorgehen wird; simtliche Versuche 
wurden bei Morphin-Athernarkose ausgefiihrt. 


Versuch LI. 


Hund, Gewicht 17kg. Es wird in die Carotis eine Kaniile 
eingefiihrt und in die linke V. femoralis ein weicher, dinner 
Katheter; letzterer wird derart hinaufgeschoben, daB die Spitze 
der Teilungsstelle der V. cava inf. entsprechend zu liegen 
kommt. Dann Laparatomie. Die linke Niere wird unter- 
bunden. Eine diinne Metallréhre wird in die V. renalis sin. 
hinein und iiber die V. cava quer hingefiithrt, so daB die 
Spitze in der V. renalis dextra zu liegen kommt. Es wurden 
der Carotis, V. cava und V. renalis gleichzeitig Proben ent- 
nommen. Vor jeder der drei letzten Probeentnehmungen 
wurden durch die V. jugularis 50 cem n/10-HCl injiziert, um 
dadurch die Ammoniakbildung im Organismus zu steigern. 




















Probe- mg Am-N in 100 ecm Blut aus der 
entnahme , 
Uhr Carotis | Vena cava | V. renalis 
1 105# 018 | 0,23 0,18 
2 11? 0,20 0,23 0,25 
3 11% a 0,25 
4 1138 0,30 0,20 0,28 














durchschnittl.: 022 | 0,21 | 0,24 
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Versuch II. 


Hund, Gewicht 10 kg. Anbringung von Kaniilen zy; 
Probeentnahme wie bei Versuch I. Vor jeder der drei letzte, 
Probeentnehmungen wurde durch die V. jugularis eine durch 
Verdauung von Fleisch mit Trypsin-Erepsin hergestellte Amino. 
siuremischung injiziert. 
































Probe- mg Am-N in 100 cem Blut aus der 
CNG ctr diene ntienia 

Uhr Carotis | Vena cava | V. renalis 
: = 0.23 | 0,28 0,3 
2 111° 025 | 0,25 0,27 
3 112° 0,28 0,31 | 0,30 
4 11°° 0,29 0,24 | 0,33 
durchschnittl.: 0,26 | 0,27 | 0,30 


Versuch III. 


Hund, 17kg. Bei diesem Versuch wurden nur der Carotis 
und der Nierenvene Proben entnommen. Um zu untersuchen, 
ob eine Stasis in der Niere méglicherweise die Ursache der 
hohen Ammoniakzahlen in Nash und Benedicts Versuchen 
sein kénnte, wurde um die Kaniile in der rechten Nierenvene 
eine Ligatur angebracht. Vor Versuch 4 wurden in die 
VY. jugularis 100 ccm n/10-HC1 injiziert. 

















Probe- mg Am-N in 100 cem 
entnahme Blut aus der 
Uhr Carotis | Nierenvene 
1 28 0,17 0,24 
2 Q1 0,18 | 0,27 
3 gi7 0,25 0,29 
4 227 0,19 0,25 
5 935 0,17 0,22 














durchschnittl.: 0,19 0,25 


Versuch IV. 


Hund, Gewicht 11 kg. Die Blutprobeentnahme geschieht 
bei diesem Versuch in einer etwas anderen Weise als bei den 
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yorhergehenden. Ein Katheter wird in die V. cava inf. ein- ae 
gefihrt und derart hinaufgeschoben, daB die Spitze der Miin- . 
dung der beiden Nierenvenen in die V. cava entsprechend zu 
ch liegen kommt. Die V. cava wird iiber den Katheter ligiert, 

so daB die Probeentnahme aus beiden Nierenvenen stattfindet. 
































10- oS a Bi 
Vor Versuch 3 und 5 werden in die V. jugularis 50 ccm Vt 
n/10-HCl injiziert. 1] 

probes =|) mg Am-N in 100 cem 
entnahme Blut aus der 
Uhr Carotis Nierenvene 
1 | 10% 0,27 0,25 
2 1055 0,33 0,25 
3 11? 0,31 0,24 of 
4 117 0,30 0,32 ait 
5 1115 ? 0,27 frie 
6 1120 0,25 0,29 : 
durchschnittl.: 0.29 | 0,27 

$ eg: i 

Versuch VY. pe ey 

’ : fae 

r Hund, Gewicht 16 kg. Blutentnahme aus den Nieren- 7 

1 venen wie bei Versuch 4. AuBer der Carotis und den Nieren- Loge 

: venen wird der V. cava, unterhalb der Unterbindungstelle oben wae 

) bei der Miindung der Nierenvenen, Blut entnommen. Das Whig 
Blut wird durch einen durch die V. cruralis sin. eingefiihrten fae 


Katheter entnommen. Dies Blut ist also Stasisblut aus den bey 
Unterextremitiiten. Vor Versuch 8 Injektion von 70 ccm tee 
n/10-HCl in die V. jugularis. 





























mg Am-N in 100 cem Blut aus der : 
Carotis Nierenvene | V. cava 4 1 
- : > 
1 0,32 037 | 0,32 4 1) 
2 0,30 0,35 0,32 1) é 
3 0,32 0,34 0,35 ei hee 
4 038 | 0387 | 085 : : 4 
durchschnittl.: 0,33 | 0,36 | a 


0,34 : : 
Betrachtet man die bei diesen Versuchen gefundenen ; 
Werte des Ammoniakgehaltes von Blut aus Carotis bzw. Nieren- 
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vene und V. cava, so sieht man, daB sie einander sehr nahe 
liegen. Bald ist die Ammoniakmenge der Carotis ein wenig 
gréBer als die der Nierenvene, bald ist das, Entgegengesetzte 
der Fall. Die Divergenzen liegen unzweifelhaft in dem Be. 
reiche des Versuchsfehlers. Eine Berechnung der mittlerey 
Zahl simtlicher gefundenen Werte ergibt: 
mg NH,-N in 100 cem Blut aus der 
Carotis = 0,26 
Nierenvene = 0,28 
V. cava = 0,27 
Diese Zahlen stimmen derart iiberein, daB man folgern 
darf, daB man bei den zurzeit zur Verfiigung stehenden ana- 
lytischen Methoden nicht imstande ist, einen Unterschied des 
Ammoniakgehaltes von Blut aus der Carotis bzw. V. renalis 
und V. cava nachzuweisen. 











Uber die proteolytischen Enzyme in der Diinndarmschleim- 
haut des Rindes. 
Von 


S. G. Hedin. 


ritige et Abeer 
Se 


Tn 

as | (Der Redaktion zugegangen am 20, April 1923.) 
e 
- Im AnschluB an bereits publizierte Untersuchungen tiber 
die proteolytischen Enzyme verschiedener Organe’) habe ich 
auch die Untersuchung der Diinndarmschleimhaut des Rindes au 
vorgenommen. Unsere Kenntnisse von den eiweiBlésenden En- na 
zymen der Darmmucosa rihren hauptsichlich von Cohnheim 
her. Dieser fand in der Darmschleimhaut von Hund und 
Katze das von ihm Erepsin genannte Enzym, welches Albu- 
mosen und Peptone sowie auch Casein aber keine anderen 
EiweiBkérper aufzuspalten vermag.”) Spiter hat Nakayama 
die Schleimhaut des Rindsdarmes untersucht ,und darin ein 
Enzym gefunden, das groBe Ahnlichkeiten mit dem Hunde- 
erepsin aufweist.“*) Erepsin wurde von Vernon in ver- | 
schiedenen Organen nachgewiesen.*) Glifner und Stauber ee 
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» . . . . 2 
fanden auch in der Darmmucosa von Kaninchen ein Erepsin, : 

' das im Gegensatz zum Trypsin in seiner Wirkung auf Pepton pe 
nicht durch Blutserum gehemmt wurde.°) : 
ns 


*) Milz: Journ. of biol. Chem. Bd. 54, 8. 177 (1922); Nieren: Diese Aye 
Zs. Bd. 122, S. 307 (1922); Lymphdriisen: Diese Zs. Bd. 125, 8S. 289 cE F 
(1923); Leber: Arbeit von C. G.Zachrisson in Upsala likaref. forh. 4 


Bd. 28, (1928). | rik 
*) Diese Zs. Bd. 33, S. 451 (1909); Bd. 35, S. 134 (1902). : it 
*) Diese Zs. Bd. 41, S. 348 (1904). 1 : ; 
*) Journ. of Physiol. Bd. 30, 8. 330 (1903); Bd. 32, 8.33 (1904); oh 


Bd. 33, S. 81 (1905); diese Zs. Bd. 50, S. 440 (1907). | 
°) Biochem. Zs. Bd. 25, S. 204 (1910). ee 
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Herstellung und Prifung der Enzymlosung, 


Bei meinen Versuchen habe ich zunichst wie bei dep 
meisten meiner vorher publizierten Untersuchungen das Gewebhe 
mit schwacher Siure behandelt. Nachdem etwa 4 m der oberep 
Teile des Diinndarmes aufgeschnitten und sorgfaltig gewaschen 
waren, wurde die Schleimhaut mit einem Uhrglase abgeschabt 
und danach mit dem doppelten Gewichte Wasser und 1), des 
Gewichtes an 2°/, Essigsiure 24 Stunden bei 37° gehalten, 
wonach filtriert wurde. Chloroform und Toluol waren als Anti. 
septica zugegeben. Im Filtrate wurde p,, = 5,1 gefunden. 

Das Filtrat wurde nun 3 Tage gegen Leitungswasser 
dialysiert und darauf mit Casein als Substrat auf das Spal- 
tungsvermégen gepriift. 

Die Proben enthielten 10 ccm Enzymlésung + 25 ccm Casein- 
lésung') und die unten angegebenen Mengen an 0,1 n-NaQH; 
mit Wasser wurde aufgefiillt, so daB alle Proben das gleiche 
Volumen enthielten. Nach 3 Tagen bei 37° wurde die Enzym- 
wirkung durch Zugabe von 25 ccm Gerbsiurelésung?) ab- 
gebrochen. Nach etwa 12 Stunden wurde filtriert und der 
Stickstoff in 50 ccm Filtrat bestimmt. Die Analysenziffern 
geben die Anzahl 0,1 n-Siure an, welche zum Neutralisieren 
des gebildeten Ammoniaks gebraucht wurden. Die mit er- 
hitzter Enzymlésung erhaltenen Kontrollwerte sind in diesem 
und den folgenden Versuchen, wo nicht anders angegeben 
wird, bereits abgezogen. Die im folgenden angegebenen Werte 
von py, in den Digestionsgemischen sind auf dem elektro- 
metrischen Weg vor der Enzymwirkung bestimmt worden. 
Die Ergebnisse einer Versuchsreihe sind in folgender Tabelle 
angegeben: 


Analysen- 
ziffern 
10 cem Enzymlsg. + 25 cem Caseinlsg. + 1 cem NaOH 26,9 
10 ecm i + 25 ecm a +2ccm _,, 27,4 





1) 20 g Casein nach Hammarsten + 400 cem H,O + 100 ccm 
0,1 n-NaOH. 

2) 100 g Gerbsiure + 50 g NaCl +50 g Natriumacetat + 50 ccm 
Eisessig in 1 Liter Lésung. 
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Anal 1 
nalysen- We 
ziffern + 
en 10 cem Enzymlsg. + 25 cem Caseinlsg. + 3cem NaOH 27,8 py = 8,8 . 
be 10 ccm ~ + 25 ccm 9 +4cem ,, 28 : 4 te . 
en 10 ecm 9 + 25 cem 9 +5cem _,, 26,6 at | 
10 ccm ” + 25 ccm + +6eem,, 26,4 ; 
en 10 ecm ” + 25 ecm " + 7 ceem 7 26,2 : 
bt 


Nach diesem Versuche wirkt also die Enzymlésung bei 





es : : . . mee eS 
. alkalischer Reaktion auf Casein am besten bei etwa p, = 9 ein. ae 
K Ein anderes Mal davuerte die Extraktion der Darm- Ee 
schleimhaut mit schwacher Saure bei 37° 5 Tage lang; nach der 
™ Dialyse lieB ich die Enzymlésung auch bei saurer Reaktion 
1 auf Casein einwirken. Die angewandte Siure war 0,2 n-HCl. 
Analysen- 
7 ziffern 
; 3 NaOH 36,8 Pu = 8,9 
”? - » 36,5 
ie —_ 35,8 
n- 0 ” 34,2 ¢ o 
h- 1 HCl 24,6 (recae 
r - 2 10,8 Pu = 5,48 | 
; y 1,0 
vil 
n Wie ersichtlich findet die starkste Einwirkung tiberhaupt 


bei alkalischer Reaktion statt und zwar bei etwa p, = 9. 


Hemmung der Enzymwirkung. 


VeranlaBt durch die eben erwahnten Versuche von 
GlaBner und Stauber habe ich auch untersucht, ob die aus 
Rindsserum erhaltene Serumalbuminfraktion die Wirkung der 
aus der Darmschleimhaut erhaltenen Enzymlésung auf Casein 
und Pepton beeintrichtigt. Die Serumalbuminlésung war nach 
Dialyse gegen Leitungswasser schwach alkalisch und konnte 
ohne Bildung eines Niederschlages auf dem Wasserbade erhitzt 
werden. Dessen Volumen war etwa das gleiche wie das des 
Serum, aus welchem es bereitet war. Es wurden folgende 
Mischungen hergestellt. 


, 200 eem Enzymlésung + 20 cem */, Stunde auf 100° erhitzten Serum- & 
1 | ME Ss a ss eo ee ei 
200 cem ‘a + 20ccem nicht erhitzten Serumalbumins B § 
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A und B wurden 24 Stunden bei Zimmertemperatur ay. 
bewahrt, um ein etwaiges Hemmungsvermégen des nicht e. 
hitzten Serumalbumis deutlicher hervortreten zu lassen. Daray/ 
wurde 10 ccm A oder B in einer Versuchsreihe mit 25 com 
Caseinlésung und in einer anderen mit 25 ccm Peptonlésung’) 
und den unten angegebenen Mengen an 0,1 n-NaOH ode; 
0,2 n-HCl und gehérigen Mengen Wasser wie oben digeriert 
und analysiert. 

Die Analysenziffern waren: 


Mit Casein 


A B 
2 NaOH 20,1 19,8 
— 19,7 19,6 
eee 19,15 19,2 
1 HCl 17,8 16,15 
2 ,, 10,15 8,4 
3 3,2 2,6 

und mit Pepton 

A B 
2 NaOH 15,1 14,9 
"giskes 14,6 14,6 
ie 14,1 14,15 
1 HCl 12,95 12,6 
on 6.3 5,75 


Kin anderes Mal wurden mit Casein folgende Ziffern er- 
halten: 
A B 
2 NaOH 20,5 19,9 
Auch hier finden wir also die stiirkste Wirkung bei alka- 
lischer Reaktion. AuBerdem ist aus den gefundenen Ziffern 
zu ersehen, daB A und B mindestens bei alkalischer Reaktion 
praktisch die gleichen Werte ergeben haben und daB folglich 


das Serumalbumin auf die Aufspaltung des Caseins und auf 


die des Witteschen Peptons durch die Darmenzymlésung keine 
hemmende Wirkung ausiibt. 





*) Die Peptonlésung wurde mit 20g Witteschen Peptons_her- 
gestellt, das in 500 g H,O aufgelést, 3 Tage gegen Leitungswasser dialy- 


siert, erhitzt, mit Wasser auf 650 ccm aufgefillt und filtriert wurde. 
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Zum Vergleich fiihrte ich gleichzeitig mit dem eben be- 
schriebenen Versuche einen anderen aus mit derselben Serum- 
albuminlésung und aus der Pankreasdriise des Rindes her- 
gestelltem Trypsin. Das Trypsin war in der gleichen Weise 
hergestellt wie die aus der Darmschleimhaut erhaltene Enzym- 
ljsung. 

Ks wurden wie oben die Liésungen A und B bereitet und 
wie oben mit Casein gepriift: 

A B 
2 NaOH 19,4 1,0 


In einem anderen Versuch wurde einerseits mit Casein 
und anderseits mit Pepton bei schwach alkalischer Reaktion 
gepriift: 


A B 
mit Casein 10,2 0,55 
mit Pepton 7,5 0,65 


Die Darmenzymlésung wird folglich nicht in ihrer Wir- 


‘kung gehemmt durch eine Serumalbuminlésung, welche die 


Trypsinlésung fast vollstindig aufhebt. Ich kann also die 
Ergebnisse von GliBner und Stauber mit dem Darmenzym 
des Kaninchens in bezug auf das entsprechende Enzym des 
Rindsdarms vollauf bestitigen. 


Zugleich ist aus meinen Hemmungsversuchen zu erschlieBen, 
daB die von mir in angegebener Weise erhaltene Enzymlisung 
praktisch frei von Trypsin war. Da man vermuten kénnte, 
daB die Abwesenheit von Trypsin daher riihre, daB eine etwa 


-vorhandene Trypsinmenge in der Darmenzymlésung, wahrend 


der Siurebehandlung zerstért worden sei, habe ich gepriift, ob 


‘eine ohne Siurebehandlung erhaltene Enzymlésung miéglicher- 


weise durch Serumalbumin gehemmt werde. Die Schleimhaut 
wurde also mit 2 Teilen Wasser und etwas CaCO, 3 Tage bei 


| 87° behandelt und darauf filtriert. Das Filtrat ergab p, = 6,76. 


Wie oben wurde das dialysierte Filtrat mit erhitztem und 
nicht erhitztem Serumalbumin behandelt und mit Casein ge- 
prift. Es ergab sich: 
A 
2 NaOH 37,15 35,25 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX. 4 
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Mit Trypsin waren die entsprechenden Werte 


A B 
2 NaOH 23,7 1,3 
Die geringe Hemmung, welche mit der Darmenzymlisung 
erhalten wurde, wurde vielleicht durch eine geringe vorhandene 
Trypsinmenge herbeigefiihrt. Das aus dem Pankreas her. 
gestellte Trypsin wurde wie gewohnlich stark gehemmt. 


Kein am besten bei saurer Reaktion wirkendes Enzym konnte 
isoliert werden. 


Bei meinen oben erwi&hnten Untersuchungen von der 
Milz, habe ich den Riickstand, welcher nach der einleitenden 
Behandlung mit schwacher Saure erhalten wurde, mit Casein. 
lésung extrahiert. Die so erhaltene Lésung wirkte auf Casein 
am besten bei schwach saurer Reaktion (p,, = 5,4) und auf 
Pepton bei schwach alkalischer (p,, = 8). 

Bei entsprechender Behandlung der Darmmucosa wurde 
diese zuniichst in oben angegebener Weise mit schwacher 
Siiture 24 Stunden bei 37° behandelt und filtriert, worauf der 
gewaschene Riickstand mit 150 ccm Caseinlésung auf 100¢ 
urspriinglicher Substanz 24 Stunden bei 37° behandelt wurde, 
Vom Filtrate wurden nun 10 ccm zusammen mit 25 ccm frischer 
Caseinlésung und unten angegebenen Mengen an 0,1 n-NaOH 
oder 0,2 n-HCl zur Digestion bei 37° hingestellt und wie oben 
untersucht. Die Ergebnisse waren: 


4 NaOH 25,7 
= 25,6 
ae 24,45 
‘oe 24,15 
— 23,0 
1 HCl 19,5 
eS 13,8 
Ss 9,1 


Offenbar findet die Kinwirkung auf Casein unter det 
gleichen Bedingungen statt wie die vorher beschriebene Ei 
wirkung der mit Siure erhaltenen Enzymlisung. Es gelang 
mir also nicht wie bei der Untersuchung der Milz ein al 
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besten bei saurer Reaktion wirkendes Enzym nachzuweisen. 
Ob ttberhaupt in der Darmschleimhaut ein solches Enzym 
existiert, scheint mir aus dem Grunde zweifelhaft, weil, wie 
oben S. 47 nachgewiesen wurde, auch nach 5Otigiger Be- 
handlung der Schleimhaut mit Siure, die Loésung immerhin 
die stiirkste Wirkung auf Casein bei etwa p,, = 9 zeigte, und 
folglich die Enzymwirkung bei saurer Reaktion nicht deutlicher 
hervortrat als nach 1 tagiger Behandlung mit Siiure. 

DaB ein am besten bei saurer Reaktion wirkendes Enzym 
in der Darmschleimhaut nicht nachzuweisen war, ist deshalb 
bemerkenswert, weil in allen anderen von mir oder meinen 
Mitarbeitern gepriiften Organen solche Enzyme vorhanden sind 
und ein starkes Wirkungsvermégen besitzen. Das in der Darm- 
schleimhaut nachgewiesene, am besten bei alkalischer Reaktion 
wirkende Knzym nimmt in der Weise eine Sonderstellung ein, 
daB es im Gegensatz zum Trypsin nicht in seiner Wirkung 
auf Casein gehemmt wird. Ubrige in dieser Beziehung unter- 
suchte, analog wirkende Enzyme erfahren durch Serumalbumin 
eine Hemmung, die aber keineswegs mit der Hemmung des 
Trypsins in Stirke zu vergleichen sind. 


Findet sich Erepsin in der Rindsdarmschleimhaut? 


Mit Riicksicht auf die bereits erwihnten Untersuchungen 
von Cohnheim und anderen iiber das Darmerepsin ware am 
nichsten zu schlieBen, das die von mir hergestellte Enzym- 
ldsung das Darmerepsin enthalte, womit die T'atsache in guter 
Ubereinstimmung steht, daB die Lésung auf Pepton und auf 
Casein einwirkt. Cohnheims Erepsin, aus der Darmschleim- 
haut von Hunden und Katzen erhalten, soll aber nur Albu- 
mosen und Pepton sowie auch Casein aufspalten, vermag aber 
keine anderen Kiweibkirper anzugreifen. In bezug hierauf ist 
hervorzuheben, daB meine Enzymlésung alle von mir unter- 
suchten KiweiBkérper angreift, nur das native Serumalbumin 
ausgenommen. Angegriffen wurden: erhitztes HiihnereiweiB, 


erhitztes Serumalbumin, Legumin sowie erhitztes Harneiweif8 
und Fibrin. 


HiihnereiweiB wurde in der Weise gepriift, daB& das 
4* 
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Kierklar von einem Ki mit 100 com Wasser verdiinnt, ge. 
schlagen, filtriert und '/, Stunde auf dem Wasserbade erhitzt 
wurde. Hine Probe enthaltend 20 ccm Enzymlésung + 25 cen 
KiweiBlésung (Reaktion alkalisch!) ergab nach 4 Tagen bei 37! 
in eben angegebener Weise die Ziffer 23,6 und die Kontrolle 
mit erhitzter Enzymlésung den Wert 2,1. In der gleichey 
Weise ergab erhitztes Serumalbumin}?), in einer Probe mit 
folgender. Zusammensetzung: 20 ccm Enzymlésung + 25 cen 
Serumalbuminlésung + 2 ccm 0,1 n-NaOH die Ziffer 15,8 und 
die Kontrolle die Ziffer 1,3. Eine andere Serumalbuminlisung 
nicht erhitzt ergab die Ziffer 2,3 und die Kontrolle die 
Ziffer 2,0. Legumin ergab in etwa 4°/, iger schwach alka. 
lischer Lésung in der gleichen Weise den Wert 42,5 und die 
Kontrolle den Wert 8,9. Erhitztes HarneiweiB ergab den 
Wert 14,45 und die Kontrolle den Wert 6,5. 

Da man gegen gewisse dieser Versuche einwenden kénnte, 
daB die nachgewiesene Aufspaltung von KiweiB von demjenigen 
KiweiB herriihren kénnte, welches in der Enzymlésung vor- 
handen war, habe ich einige neue Versuche angestellt, wo diese 
Méglichkeit ausgeschlossen werden kann. 

Als Enzym wurde eine mit Siure erhaltene Lisung ge- 
braucht, wo die Behandlung der Darmmucosa mit Wasser und 
Saure (S. 47) bei 37° 5 Tage dauerte, wonach die Lisung 
dialysiert wurde. 20ccm dieser Lésung wurden einerseits mit 
Fibrin anderseits mit hartgesottenem HiihnereiweiB und 1 ccm 
0,1 n-NaOH gepriift. Das Fibrin wurde in einer Nacht und 
das Hihnereiwei8 in 4 Tage bei 37° aufgelést, wahrend die 
Kontrollproben keine Einwirkung zeigten. — 50 ccm dialysierte 
Serumalbuminlésung wurde 1/, Stunde auf dem Wasserbade 
erhitzt, wobei der gréBte Teil des HiweiBes koagulierte. Dann 
wurde zu der erkalteten Lésung 20 ccm Enzymlisung + 1 ccm 
0,1 n-NaOH gegeben und 4 Tage bei 37° digeriert. Dabei 
wurde das ausgefillte KiweiB zum gréBten Teil aufgelist. Der 
Stickstoff im Gerbsiurefiltrate entsprach im ganzen 45,6 ccm 





1) Die Serumalbuminlésung nahm dasselbe Volumen ein wie 42s 
Serum, aus welchem sie bereitet worden war, und war yor der Er 
hitzung mit dem Alkali versetzt. 
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Siure, wahrend die Kontrolle mit erhitztem Serumalbumin und 
erhitzter EKnzymlésung 2,75 ergab. Da die ganze Stickstoff- 
menge in 20 ccm Enzymlésung 4,4 ccm Saure entsprach, kann 
die nachgewiesene Aufspaltung nicht von dem Kiweif der Enzym- 
lésung herriihren. 

Ks scheint demnach keinem Zweifel zu unterliegen, daB 
die Darmenzymlésung auch genuines Eiweif angreift und zwar 
scheinen die in den eben beschriebenen Versuchen gepriiften 
KiweiBkérper etwa ebenso leicht aufgespalten zu werden wie 
das Casein. Daf das native Serumalbumin praktisch nicht 
angegriffen wird, kann kaum iiberraschen, da dieser HiweiB- 
kérper tiberhaupt schwer verdaulich und auch gegen Trypsin 
sehr resistent ist. Wermag er ja die Verdauung von Casein 
durch Trypsin praktisch zu verhindern. Um so merkwiirdiger 
ist es, daB er auf das Darmenzym nicht die gleiche Wirkung 
ausiibt. 

Da meine Enzymlésung entschieden auf Wittes Pepton 
einwirkt, ist es sehr méglich, da& Erepsin im Sinne Cohn- 
heims darin vorhanden ist. Wenn dem so ist, muB aber auch 
ein anderes Enzym zugegen sein, das die Aufspaltung von ge- 
nuinem KiweiB bei alkalischer Reaktion herbeifiihrt. 

Bei den oben erwahnten von mir und meinen Mitarbeitern 
ausgefiithrten Untersuchungen iiber die proteolytischen Fermente 


| verschiedener Organe wurde in der Milz, der Leber, den Nieren 


und den Lymphdriisen ein Erepsin gefunden, das Wittes 
Pepton bei alkalischer Reaktion aufspaltet, aber auf Casein 
praktisch ohne Wirkung ist. Kin solches Enzym findet sich 
auch im normalen Menschenharn.') Ob ein ahnliches Enzym 


| in der Darmmucosa des Rindes vorhanden ist, geht aus meinen 


Versuchen nicht hervor, da es mir nicht gelungen ist die 
peptonspaltende Wirkung von der caseinspaltenden zu scheiden, 
so daB beide in verschiedenen Liésungen nachzuweisen waren. 
Die von mir aus der Darmschleimhaut hergestellte Enzym- 
lsung unterscheidet sich von einer Lésung von Trypsin nach 
meiner bisherigen Erfahrung in der Beziehung, daB die Wir- 


') Diese Zs. Bd. 100, S$. 263 (1917); Bd. 112, S. 254 (1920). 
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kung auf Casein nicht durch natives Serumalbumin gehemmt 
wird, wihrend die entsprechende Trypsinwirkung entschieden 
gehemmt wird. Vielleicht liegt die optimale Reaktion fiir die 
Wirkung auf Casein etwas mehr nach der alkalischen Seite 
(py = 9) fiir das Darmenzym als fir Trypsin (p, = 8). 


Wirkung der Saurebehandlung. 


Bei den eben erwahnten Untersuchungen hat es sich in 
mehreren Fiillen herausgestellt, daB die vorhandenen Enzyme 
oder gewisse von ihnen beim Aufbewahren der frischen Organe 
bei alkalischer, neutraler oder sogar sehr schwach saurer 
Reaktion allmahlich zum Teil ihr Wirkungsvermégen einbiiBen, 
welcher Verlauf durch Zugabe von etwas Séure verhindert 
wird. Dies war mit der Milz, den Nieren und auBerdem 
auch mit dem frischen KiweiBharn der Fall. Darum habe 
ich auch die Darmschleimhaut zunichst mit schwacher 
Saiure behandelt. Es ist wohl méglich, da8 hierdurch eine 
gréBere Enzymmenge erhalten wird, aber direkt auf die Frage 
eingerichtete Versuche haben keine bestimmte Entscheidung 
ergeben, und ich habe in mehreren Fallen ebenso gute Re- 
sultate ohne Anwendung von Siaure erhalten wie mit Siure. 

Bei der Anwendung von Sidure scheint aber, wie oben 
auseinandergesetzt wurde, etwa vorhandenes Trypsin zerlegt zu 
werden. 

Zusammenfassung. 

1. Durch Behandlung der Darmmucosa des Rindes mit 
schwacher Siure (p,, = 5,1) bei 37° wird eine Lésung erhalten, 
welche genuines EKiwei8 sowie auch Pepton verdaut und am 
besten bei alkalischer Reaktion wirkt (auf Casein bei p,, = 9). 
Da die Enzymlésung nicht durch Serumalbumin in ihrer Wir- 
kung auf Casein und auf Pepton gehemmt wird, kann sie kein 
Trypsin enthalten. 

2. Irgendwelches auf Casein am besten bei schwach 
saurer Reaktion wirkendes Enzym habe ich in der Darm- 
schleimhaut nicht nachweisen kénnen. 

3. Ob Erepsin in der Schleimhaut vorhanden ist, kann 
durch meine Versuche nicht entschieden werden. 








Ub 








Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
IX. Mitteilung. 


Uber das verschiedene Verhalten der Magenenzyme von Kalb 
und Schwein gegen Saurewirkung beim Erwarmen. 


Von 
Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1923.) 

In meiner ersten Arbeit iiber Milchgerinnung durch die 
Enzyme der Magenschleimhaut?) habe ich gezeigt, daS man 
eine saure (0,2—0,25°/, HCl enthaltende) Kalbsmageninfusion 
durch hinreichend langdauerndes Erwirmen auf Kérpertempe- 
ratur oder noch rascher bei etwas héherer Temperatur derart 
verindern kann, daB diese Infusion nach der Neutralisa- 
tion mit Alkali nicht labend auf Kuhmilch wirkt, wahrend 
dieselbe, nicht erwarmte, neutralisierte Infusion dieselbe Milch 
kriftig koaguliert. Die erwarmte Infusion zeigt dagegen typische 
Pepsinwirkung, und dieses Verhalten war einer der Griinde, 
welche mich veranlaBten, in dem Kalbsmagen zwei verschiedene 
Enzyme Chymosin (Lab) und Pepsin anzunehmen. Da die 
erwirmte, aber nicht neutralisierte Infusion dagegen auch 
Milch koagulierte, hob ich die Méglichkeit hervor, da das 
Pepsin auch milchkoagulierend wirken konnte. 

In einem ahnlichen Erwirmungsversuche mit saurer Kalbs- 
mageninfusion fand dann v. Dam?), daB die erwirmte, saure 
Infusion nach einiger Zeit nicht mehr wie eine typische 








') Upsala Liikareférenings Férhandl. Bd. 8, S. 63 (1873). Vgl. auch 
Malys Jahresber. Bd. 2, S. 118 (1874). 
*) Diese Zs. Bd. 64, S. 316 (1910). 
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Chymosinlésung, sondern wie eine nicht zu konzentrierte Lisung 
von Schweinspepsin sich verhielt, indem sie namlich besser 
milchkoagulierend bei 25,5° als bei 37°C wirkte.’) Diese 
raschere Koagulation bei niedriger als bei héherer Temperatuy 
erklart v. Dam bekanntlich durch die Annahme, da8 sowohl 
‘das Schweinspepsin wie das erwirmte Kalbsenzym so aufer- 
ordentlich empfindlich gegen Alkali sind, daB sie durch die 
Hydroxylionen der Milch zerstért werden, und zwar leichtey 
mit steigender Temperatur. 

Nun habe ich in zwei friiheren Aufsitzen?) gezeigt, daf 
das Kalbschymosin unter anderem dadurch von dem Schweins- 
enzym sich unterscheidet, daB es eine viel gréBere Widerstands- 
fahigkeit gegen Alkali als das Schweinspepsin hat. Wenn dic 
obige Erklirung von v. Dam richtig ist, beweist seine Beob- 
achtung also, da die erwairmte saure Infusion kein typisches 
Chymosin enthilt, jedenfalls nicht in solcher Menge, daB es 
in den Gerinnungsversuchen mit Milch sich kundgibt. 

Die Beobachtung von v. Dam 1laBt sich natiirlich gut mit 
der dualistischen Ansicht vereinbaren. Wenn eine Kalbsmagen- 
infusion 2 Enzyme, Chymosin und Pepsin, enthialt, die beide, 
wie besonders Rakoczy*) angenommen hat, milchkoagulierend 
wirken, wihrend nur das eine, das Chymosin, verhialtnismibig 
leicht durch Siurewirkung bei Kérpertemperatur zerstért wird, 
hat man a priori gerade das von v. Dam beobachtete Resultat 
der Krwirmung einer Kalbsmageninfusion zu erwarten. Nach 
Vernichtung des Chymosins muB natiirlich die Infusion wie 
eine Lésung des anderen Emzymes, des Pepsins, sich ver- 
halten. 

Kine Folge der ungleichen Widerstandsfahigkeit der beiden 
Enzyme gegen Siure ist auch der von mir beobachtete und 
als eine Stiitze fiir die dualistische Auffassung hervorgehobene 
Mangel an Parallelitat beider Enzymwirkungen, welcher infolge 


) Mit neutralisierter Infusion scheint v. Dam nicht gearbeitet zu 
haben. 

?) Diese Zs. Bd. 94, S. 291 (1915) u. Bd. 121, S. 261 (1928). 

') Diese Zs. Bd. 68, S. 421 (1910); Bd. 78, S. 453 (1911) u. Bad. 84, 
S. 329 (1913). . 
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des Erwirmens auftritt. Diesen Mangel an Parallelitét hat 
auch vy. Dam in seinem Versuche beobachtet, und selbst wenn 
er die schadigende Wirkung der Milchhydroxylionen durch 
Ausfihrung der Milchgerinnungsversuche bei 0° C méglichst 
zu vermeiden versuchte, konnte er ihn nicht aufheben. In 
der erwarmten und nicht erwirmten Infusion fand er nimlich 
folgende Relationen fiir die Enzymwirkungen. Fir die Pepsin- 
wirkung 1:4,8 und fiir die Chymosinwirkung 1: 16—22. 

Wenn nun der Schweinsmagen nur ein milchkoagulierendes 
Knzym, das Pepsin, der Kalbsmagen dagegen zwei solche, das 
Pepsin und das Chymosin, enthalt, welche zu der kombinierten 
Siure- und Warmewirkung verschieden sich verhalten, kénnte 
man erwarten, da8 in Parallelversuchen mit Lésungen von 
Schweins- und Kalbsenzym die Relation der Knzymwirkungen 
nicht in derselben Weise in diesen zwei Arten von Enzym- 
lésungen wihrend des Erwirmens sich verindern wiirde. 
Ks schien mir deshalb von Interesse zu sein, vergleichende 
Erwirmungsversuche mit sauren Lésungen von Kalbs- und 
Schweinsenzym unter denselben fuBeren Bedingungen aus- 
zufiihren und nach gewissen Zeitintervallen das Verhiltnis der 
beiden Enzymwirkungen (der peptischen Kiweifverdauung und 
der Milchkoagulation) zueinander zu priifen. 

In diesen Versuchen wollte ich nur solches Enzym ver- 
wenden, von dem ich sicher wuBte, daB es nicht durch kom- 
binierte Séure- und Wirmewirkung schon wiahrend der Dar- 
stellung mehr oder weniger geschadigt worden war. Die 
Anwendung von kauflichen Praparaten und iiberhaupt von 
solchen, bei deren Darstellung Selbstverdauung der Schleim- 
haut vorkommt, war deshalb ausgeschlossen. Auch kalt be- 
reitete saure Infusionen waren wegen ihres grofen Gehaltes 
an Kiwei8 und anderen Stoffen nicht gut anwendbar, und ich 
arbeitete deshaib nur mit stoffarmen Liésungen von nach meinen 
Methoden gereinigtem, nicht denaturiertem Enzym. Das Schweins- 
enzym wurde aus dem ,,Rohpepsin“ durch fraktionierte Wasser- 
extraktion!) und das Kalbsenzym aus der Neutralisationsfallung *) 


$$ $n 


') Diese Zs. Bd. 121, S. 245 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 94, S. 291 (1918) u. Bd. 121, S. 264 (1922). 
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dargestellt. Die zu vergleichenden Lésungen von Kalbs- und 
Schweinsenzym hatten in demselben Versuche denselben Gehalt 
an organischer Substanz, deren Menge in den verschiedeney 
Versuchen zwischen 0,023 und 0,052°/, wechselte. 

Da héhere Saiuregrade und Temperaturen auch das Pepsin 
rasch schidigen kénnen, war der Sauregrad immer nur 0,2°/, HC] 
und die Temperatur regelmaBig nicht héher als 38°, in einzelney 
Fallen niedriger. Jede Enzymlésung wurde in 2 Portionen 
geteilt, von denen die eine in einem Ostwaldschen Thermo. 
staten erwarmt und die andere als Kontrolle bei Zimmer. 
temperatur aufbewahrt wurde. Von der erwarmten Portion 
wurde nach 24, 48, 72 Stunden usw. ein Teil herausgenommen 
und mit der entsprechenden Kontrollésung verglichen. Infolge 
der grofen Haltbarkeit meiner Enzymlésungen bei Zimmer. 
temperatur nahm die Wirksamkeit der Kontrollésungen im 
Laufe von 8—14 Tagen nicht wesentlich ab, wenn die Lésungen 
auch an einzelnen Tagen bei Anwendung von verschiedener 
Milch ein wenig abweichende Gerinnungszeiten geben konnten. 

Enzymlésungen, die 0,2°/, HCl enthalten, kénnen nicht zu 
den Milchgerinnungsversuchen direkt benutzt werden, und zur 
Priifung auf Chymosin neben Pepsin sollte man sie eigentlich 
genau mit Alkali neutralisieren. Da man aber die Neutralisa- 
tion mit Alkali als etwas fiir das Schweinsenzym Gefihrliches 
betrachtet, muBte ich hiervon Abstand nehmen und ich suchte 
statt dessen die stérende Wirkung des hohen Siuregrades 
durch Verdiinnung mit Wasser auf '/,, zu vermeiden. Ein s0 
niedriger Sauregrad der Enzymlésung (0,010°/, HCl) ist, wenn 
man auf je 5ccm Milch 1 ccm Enzymlésung zusetzt, ohne 
Belang. Bei Priifung der milchkoagulierenden Wirkung habe 
ich deshalb in allen Versuchen sowohl die erwirmte Enzyn- 
lésung wie die entsprechende Kontrollésung vorher mit 19 Vol, 
Wasser verdiinnt. So stark verdiinnte Lésungen von dem 
Schweinsenzym wirkten indessen zu langsam und schlecht auf 
gewohnliche Kuhmilch, und ich war deshalb genétigt, mit 
CaCl,-haltiger Milch zu arbeiten. Dies hat auch den groBen 
Vorteil, daB die Gerinnung nicht nur rascher und scharfer 
verlauft, sondern daB das Schweinsenzym zu CaCl,-haltiger 
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Milch in derselben Weise wie das Kalbsenzym sich verhilt. 
Ks koaguliert nimlich wie das letztere solche Milch rascher 
hei hoherer als bei niedriger Temperatur, und die Gerinnung 
folg: nun dem Zeitgesetze so viel besser, daB ein Vergleich 
zwischen der erwirmten und der Kontrollésung durch Bestim- 
mung der Gerinnungszeiten auch fiir das Schweinsenzym sehr 
gut gelingt. Der Gehalt an CaCl, war regelmaBig 0,2°/, und nur 
bei sehr schwacher Knzymwirkung 0,3—0,4°/,. Die Relation 
gwischen Enzymlésung und Milch war 1 ccm:5 ccm. Alle 
Milchgerinnungsversuche wurden bei zwei verschiedenen Tem- 
peraturen ausgefiihrt. Die eine war immer Zimmertemperatur, 
4+ 15°C, die andere 25°C, in ein paar Fallen 26° oder 29°C. 

Zum Vergleich der Pepsinwirkung diente regelmibig die 
Mettsche Probe. Da aber diese Probe bei Anwendung von 
verschiedenen, vorratig gehaltenen kleinen Kiwei®réhrchen un- 
sichere Resultate geben kann, wurden die zum Vergleich einer 
erwirmten Enzymlésung mit der entsprechenden Kontroll- 
lésung dienenden Réhrchen jedesmal aus demselben langeren 
EiweiBrohre frisch ausgeschnitten. Wenn die Mettsche Probe, 
was in den Versuchen mit Kalbsenzym bei schwacher Ver- 
dauung bisweilen der Fall war, nicht hinreichend scharfe 
Resultate gab, wurde die Carminfibrinprobe verwendet. Die 
Lisungen von Schweinsenzym verdauten regelmabig so kraftig, 
daB sie nicht direkt zu der Mettschen Probe benutzt werden 
konnten. Es wurde deshalb sowohl die herausgenommene 
Probe von der erwirmten Lésung wie die entsprechende Probe 
der Kontrollésung mit einer passenden Menge Chlorwasserstoff- 
siure von 0,2°/, verdiinnt. 

Zum besseren Verstiindnis der Versuchsanordnung teile 
ich hier etwas ausfihrlicher die Resultate eines Versuches mit, 
wihrend fiir die iibrigen einfach die Resultate — nebst etwa 
nitigen Bemerkungen — ganz kurz angegeben werden. In 
jedem Versuch ist die Kontrollésung von Kalbs- und Schweins- 
enzym mit bzw. K und § und die entsprechenden erwarmten 
Lésungen mit KW und SW bezeichnet worden. 

In dem nun zu besprechenden Versuche enthielten beide 
Enzymlésungen 0,052°/, feste Stoffe. Die Liésung S wirkte so 
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stark eiweiBverdauend, daB bei der Priifung mit der Mettschey 
Probe sowohl S wie SW immer mit dem gleichen Volume 
Chlorwasserstofisiure von 0,2°/, verdiinnt wurde. In diesey 
Versuche enthielt die Milch immer 0,2°/, CaCl,, und, wie jy 
dem vorigen fiir alle Versuche angegeben wurde, waren auch 
in diesem Versuche fiir die Milchproben die Knzymlésungey 
mit Wasser zu 1/,, verdiinnt. Temperatur im Thermostaten 
38° C, 

Nach 24stiindiger Erwarmung waren die Gerinnungs. 
zelten: 


bei 15°C bei 25° C 
Kk 63—67 Sekunden, Kk 21—23 Sekunden, 
Mittel 65Sekunden (| 1:11 Mittel 22 Sekunden 1:11 (10,9) 
KW 12 Minuten... KW 4 Minuten 
S 72-18 Sekunden, 
S 4 Minuten | sun | 


1:1,5 Mittel 75 Sek.’) 1: 1,5 (1,47) 
SW 110 Sekunden . | 
Metts Probe K 7,2mm, KW 6mm = 1:1,44, 
S12,1mm, SW 10,1 mm = 1: 1,43. 
Nach 24 Stunden waren also die Relationen der Knzyn- 
wirkungen: 


SW 6 Minuten. . a 


Chymosinwirkung Pepsinwirkung 
Kalb = 1:11 1:1,4 
Schwein = 1: 1,5 1:1. 


Wahrend vor der Erwirmung X die Milch viel rascher 
als S koagulierte, war, wie man ersieht schon nach 24stiindiger 
Erwirmung das Verhalten umgekehrt worden. 

Nach 48 stiindiger Erwairmung waren die Gerinnungs- 
zeiten : 


bei 15°C bei 25°C 
K 66 os 1:37 K 26 rohan 1:37 
KW 41 Minuten , KW 16 Minuten 


S 4 Minuten Le 1.75 S 82 a 
SW 7 Minuten ‘ SW 152 Sekunden 
Metts Probe K 6,8 mm, AW 5,2 mm = 1: 1,7 

‘. » © 138mm, SW 10 mm =1:1,9. 


1: 1,85 


') In dem folgenden fiihre ich nur die Mittelzahlen an, wenn dic 
Beobachtungszeiten sehr gut miteinander stimmten. 
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Die etwas kriftigere Verdauung in S nach 48 Stunden 
ribrte daher, daB nun zu S (wie zu SW) Mettsche Réhrchen 
yon einer anderen Darstellung benutzt wurden. Da es hier 
nur auf die Relation $:SW ankommt und die Réhrchen aus 
demselben lingeren Rohre geschnitten waren, ist dies natiirlich 
ohne Belang. 

Nach 48 Stunden waren die Relationen der Enzymwirkungen 


folgende: 
Chymosinwirkung _—_— Pepsinwirkung 
Kalb 1:37 1:1,7 
Schwein 1:18 E32 
Nach 72stiindiger Erwirmung waren die Gerinnungs- 
zeiten: 
bei 15° C bei 25° C 
, K 73 Sekunden 1:67 } K 28 Sekunden \ 1-68 
KW 81 Minuten KW 31'/, Minuten J 
S 4 Minuten 1:25 S78 Sekunden| ,.7 
SJ 10 Minuten oy SW 210 aaa ts 
Metts Probe K 6,8 mm, AW 4,4 mm = 1:2,4, 
. » 5©13,8mm, SW 9,4mm = 1: 2,16 (2,2). 


Nach 72 Stunden waren die Relationen der Enzymwirkungen 
folgende: 


Chymosinwirkung Pepsinwirkung 
Kalb 1: 67 1:24 
Schwein 1: 2,6 (Mittel) 1:32. 


Nach 96stiindiger Erwirmung waren die Gerinnungs- 
Zeiten: 
bei 15° C bei 25° C 
A 15 Sekunden i‘ K 27 Sekunden 
KW 129—187 Min. f° ; KW 47 Minuten 


S 270 Sekunden S 82 ao 1:3.44 


} 1: 104 


SW 15—16 Minuten SW 285 Sekunden 
Metts Probe K Tmm, AW 4mm =1:3, 
- » SW 139mm, SW 8mm =1:3. 


Nach 96 Stunden waren die Relationen der Enzymwirkungen 
folgende: 


1: 3,4 


Chymosinwirkung Pepsinwirkung 
Kalb 1: 105 (Mittel) 4:8 
Schwein 1:38,4 2%, 
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Nach 120stiindiger Erwirmung waren die (Qe. 


rinnungszeiten : 
bei 15° C bei 25° C 
K 75 Sekunden | : cnoeeds K 30 Sekunden = 
KW 145-148 Min.J °C WW 62—63 Min, f ''!% 


S 290 Sekunden 


1:47 S 80 Sekunden oT 
SW 28 Minuten Ea sl 


SW 360 Sekunden 


Metts Probe K 7 mm; KW 3,6 mm = 1:3,8 
“ »  9813,8mm; SW 7,7 mm = 1:3,2. 


Nach 120 Stunden waren die Relationen der Knzyn- 
wirkungen folgende: 


Chymosinwirkung Pepsinwirkung 
Kalb 1: 121 (Mittel) 1:38,8 
Schwein 1:4,6 1; 8,2. 


Sowohl nach 96- wie nach 120stiindigem Erwiirmen 
gelang es mir nicht, genaue Zahlen fiir die Gerinnungszeiten 
mit den Kalbsenzymlésungen bei Zimmertemperatur zu er- 


halten. Bei 25—30° gelingt dies oft besser, aber nicht immer 


recht gut. Bei starker Abschwachung der labenden Enzyn- 
wirkung und verhiltnismaBig langen Kinwirkungszeiten koagu- 
liert nimlich die Milch nicht scharf innerhalb eines kurzen 
Zeitraumes, sondern langsam und mehr allmihlich. Sie wird 
erst mehr dickfliissig und feinkérnig, dann grobkérnig, grob- 
flockig und zuletzt fest. Das Auftreten dieses letztgenannten 
Stadiums ist in diesen Fallen schwer einigermawen genau an- 
zugeben, und ich wihlte deshalb als Gerinnungspunkt das 
Auftreten einer ganz unzweideutigen grobflockigen Gerinnung. 
Durch Anordnung von mehreren Proben nach bekannten Zeit- 
intervallen, so daB die ungefihre Gerinnungszeit im Voraus sich 
berechnen lief, erhielt ich meistens gute Resultate. Der hier 
als Beispiel mitgeteilte Versuch zeigt aber, daB dies nicht immer 
der Fall ist, und die mit lingere Zeit erwirmten Kalbsenzym- 
lésungen erhaltenen Gerinnungszeiten werden leicht unsicher. 

Wenn man nun fir die Pepsinwirkung der erwarmten und 
nicht erwiirmten Kalbsenzymlésung die Relation 1: 3,8 findet, 
ist es ohne gréBeren Belang, ob man fiir die Chymosinwirkung 
die Relation gleich 1:116 oder 1:125 setzt. Ich habe mich 
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| deshalb berechtigt erachtet, erst die Mittelzahl fiir die bei 15° 


erhaltenen Gerinnungszeiten zu berechnen und dann aus diesen 
ywod der bei 25° erhaltenen Zahl eine neue Mittelzahl zu 
ziehen. In die folgende tabellarische Zusammenstellung dieses 
Versuches habe ich deshalb fiir die Relation der Chymosin- 
wirkungen in den Kalbsenzymlésungen nach 96- und 120 stiin- 
digem Erwirmen die Mittelzahlen bzw. 1:105 und 1:121 ein- 
gefibrt. Im analoger Weise habe ich in den folgenden 
tabellarischen Zusammenstellungen die Mittelzahlen, wenn dies 
nétig war, berechnet. Diese Zusammenstellungen, welche die 
nach Erwairmung wahrend 24, 48 usw. Stunden gefundene 
Relation der Enzymwirkungea in Kalbs- und Schweinsenzym- 
lésungen zeigen, diirften wohl olme weiteres verstindlich sein. 


Versuch 1. 





24Std.| 48 Std. | 72 Std. | 96 Std. | 120 Std. 




















cece io 1:11 | 1:37 1:67 1:105 | 1:121 
) Schwein | 1:1,5 | 1:18 | 1:26 | 1:34 | 1:4,6 
ns oo 1:1,4 33,7 1:2,4 1:8 1:3,8 

P81) \ Schwein | 1:14] 1:19 | 1:22 | 1:3 1:3,2 


Im Laufe von 120 Stunden bei 38° C war also die 
Chymosinwirkung beim Kalbe auf '/,,,, beim Schweine dagegen 
nur auf etwa 1/, (1/,,) herabgesetzt worden. Die Pepsinwirkung 
war beim Kalbe auf gegen '/, ('/,,) und beim Schweine auf 
etwa 1/, (1/,,) gesunken. 

In dem folgenden Versuche, in welchem das Erwirmen 
etwas linger fortgesetzt wurde, enthielt jede Enzymlésung 
0,038 °/, feste Stoffe. Die Temperatur 38° C. 

















Versuch 2. 
24 Std. 72 Std. 120 Std. 168 Std. 
Civeniiis Kalb 1:10 1:80 1: 167 1: 300 
Schwein 1:1,6 1:2,7 1:38,5 1:55 
eh Kalb 1:1,4 1:28 1:4,6 1:8 
Ps Schwein 1:1,4 1:1,9 1:2,2 1:3,1 
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Die Relation 1:167 nach 120stiindiger Kinwirkung jg 
das Mittel aus 1:172 bei 15° C und 1:162 bei 27—28° ¢ 
und ist wohl also als brauchbar anzusehen. Die Zahl 1 : 30 
nach 168 Stunden ist dagegen gar zu unsicher. Um iiber. 
haupt eine Koagulation bei Zimmertemperatur zu erhalten, 
muBte ich Milch mit 0,4°/, CaCl, verwenden, und die Ge. 
rinnung fand erst nach zwischen 5 und 6 Stunden statt, 
Die fiir die Relation der Chymosinwirkung bei 15 und 28° ( 
gefundenen Zahlen wichen auch so stark voneinander al), 
daB es nicht méglich war, eine Mittelzahl aus ihnen zw 


berechnen. Ich versuchte deshalb die andere Methode, KW 


mit verschiedenen Verdiinnungen von X zu vergleichen, aber 
auch diese Methode erwies sich als nicht hinreichend zu. 
verlissig. Es zeigte sich aber, daB die Verdiinnung XK (!/, ) 


20) 


i 


zu 4/.,, sowohl bei 15 als bei 25° C die Milch etwas 
rascher als KW (*/,,) koagulierte, und aus dem Grunde habe 
ich die, nach dieser Methode jedenfalls nicht zu _ grobe, 
Herabsetzung der Chymosinwirkung auf '/,,, in die Tabelle 
eingefihrt. Dieser Zahl kann man jedoch keine Bedeutung 
zuerkennen. Die Pepsinbestimmung fiir K und KW wie auch 
alle Bestimmungen fiir das Schweinsenzym sind dagegen zu- 
verlassig. 

Die fiir das Kalbsenzym nach 168 stiindiger Kinwir- 
kung erhaltenen Zahlen habe ich auch eigentlich nur des- 
halb mitgenommen, weil sie einen weiteren Beleg fir die 
Schwierigkeiten, welche einer genauen Bestimmung der Ge- 
rinnungszeiten nach langdauernder Erwiirmung im Wege 
stehen, liefern. Da die Versuche immer nach 120stiin- 
diger Erwirmung villig beweisende Resultate geben, habe 
ich auch infolge dieser Schwierigkeiten regelmifig die 
Zeit der Erwirmung auf 120 Stunden beschrinkt. Line 
Ausnahme hiervon ist nur der folgende Versuch, welcher 
bei einer niedrigeren Temperatur, 36—87° C, ausgefihrt 
und infolge der schwiicheren Siturewirkung bei niedrigerer 
Temperatur 144 Stunden fortgesetzt wurde. Die Enzyn- 
lésungen enthielten in diesem Falle 0,03 °/, feste Stoffe. 
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Versuch 3. 
48 Std. 96 Std 144 Std. 
iiss 4:32 1:37 1:75 
y Schwein | 1:15 | 1:18 | 1:2 
i . 2: 1,36 #3343 1:34 
PS Schwein | 1:1,26 | 1:1,8 | 1:1,7 











In dem folgenden Versuche enthielten die Enzymlésungen 


0,050 °/, feste Stoffe. 


Versuch 4. 


Temperatur 38°. 





Kalb 
Schwein 
Kalb 
Schwein 


Chymosin 


Pepsin 





24Std.} 48 Std. 72 Std. 
1:9 1:29 1:46 
oe FP 1:2 1: 2,5 
1:18 1:1,4 1: 2, 
rig 1:1,6 1:2,2 











96 Std. 


120 Std. 


1: 84 1: 107 
1: 3,8 1: 4,6 
ae 1 
1:2,3 1 





In dem nun folgenden Versuche (5) enthielten die Enzym- 


lésungen je 0,023 °/, feste Stoffe. 


Versuch 5B. 


Temperatur 38° C. 





Kalb 
Schwein 
Kalb 
Schwein 


Chymosin 


Pepsin 











24 Std. 48 Std 
1:8,7 1:31 
1:1,2 ey 
1: 5,6 1:2,7 
1:1,2 Red, 








72 Std. 120 Std. 
1:56 1:112 
1:2,2 1: 3,6 
1:3,5 1:4,8 
i:if 1:2,8 





In dem nun folgenden Versuche (6) konnte ich leider 
nicht die Temperatur konstant halten. 


Sie war bisweilen 38, 


aber meistens niedriger, etwa 37, weshalb auch die Schadigung 
der Knzymwirkungen weniger stark wurde. 
lésungen enthielten 0,044 °/, feste Stoffe. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXX. 


Die Enzym- 
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Versuch 6. 
48 Std. 72 Std. 96 Std. 120 Std, 
Kalb 1:18 1:27 1:38 252 
Ch ng 
ee? Schwein 1:1,6 1:3 1:2,4 1:3 
iit 1:32 i:23 1:8,5 1:49 
Psi | Schwein 1:1,4 1:1,6 1:2,3 1:26 


Ich habe es nicht als nétig erachtet, mehrere Versuche 
auszufiihren, da alle dasselbe Hauptresultat gegeben haben, 
Uberall findet man nimlich, daB in den Kalbsenzymlisungen 
durch die kombinierte Siure- und Wirmewirkung die Chymosin- 
wirkung sehr bedeutend, die Pepsinwirkung dagegen nur ver- 
haltnismaBig wenig abgenommen hat. Von einer Parallelitit 
in der Abschwichung beider Enzymwirkungen beim Kalbe 
kann gar keine Rede sein. Dies ist nun allerdings keine neue 
Beobachtung, sondern eine Bestitigung meiner ilteren Angaben, 
die auch von anderen Seiten, besonders von Rakoczy?) be- 
stitigt worden sind. Ganz anders als beim Kalbe liegen aber 
die Verhiltnisse beim Schweine. Beim Erwirmen der sauren 
Lésungen von Schweinsenzym nimmt die Chymosinwirkung 

') In diesem Aufsatze habe ich iiberall die milchkoagulierende 
Fihigkeit sowohl der Schweins- wie der Kalbsenzymlésungen als 
Chymosinwirkung bezeichnet. Dies ist streng genommen nicht be- 
rechtigt. Es unterliegt niimlich keinem Zweifel, daB auch das Pepsin 
bei der von mir gewihlten Versuchsanordnung — in chlorwasserstof- 
saurer Lésung — milchkoagulierend wirkt. Wenn nun, wie es nach 
meiner Ansicht der Fall ist, eine Kalbsenzymlésung neben dem Pepsin 
ein zweites milchkoagulierendes Enzym, das Chymosin, enthiilt, ist 
natiirlich die koagulierende Wirkung einer solchen Lésung, wie Rakoczy 
richtig bemerkt hat, die Summe der beiden Enzymwirkungen, und die 
schiidigende Wirkung der kombinierten Siiure- und Wirmewirkung trifft, 
wenn auch in ungleichem Grade, beide Wirkungen. Wenn dagegen die 
Schweinsenzymlésung nur ein Enzym, das Pepsin, enthiilt, welches 
uuter meinen Versuchsbedingungen ebenfalls koagulierend wirkt, ist 
dies eine Pepsin- und nicht eine Chymosinwirkung. Es ist auch nur 
zum Unterschied von der typischen Pepsinwirkung auf Eiwei8, daB ich 
die Milchgerinnung iiberall als Chymosinwirkung bezeichnet habe. 

2) Diese Zs. Bd. 68, S. 421 (1910). 
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yerhiltnismaBig schwach ab, und ihre Abschwachung geht der- a ' 
— jenigen der Pepsinwirkung parallel oder annihernd parallel. T a 
i Dies ersieht man aus den obigen tabellarischen Zusammen- af 
stellungen der Versuchsresultate, aber noch deutlicher tritt es aba 
hervor, wenn man beide Wirkungen nebeneinander stellt. fat 4 
Eine neue Zusammenstellung siimtlicher Versuchsresultate a 
nach diesem Prinzip diirfte iiberfliissig sein, und sie wiirde , : 
zu viel Platz in Anspruch nehmen. Ich will mich deshalb £ 
he damit begniigen, als Beispiel nur die nach einer bestimmten | : 
onl. Erwirmungszeit in verschiedenen Versuchen erhaltenen Zahlen 
en nebeneinander zu stellen. Da ich in den Versuchen mit Kalbs- 
In- enzym -—- wie man aus dem ausfiihrlich beschriebenen Ver- | 
el suche ersehen kann — schon nach 96stiindiger Erwirmung 
iit fir die Milchgerinnung bei 15 und 25° C nicht immer mit- vi 
be einander hinreichend gut stimmende Zahlen erhielt, sondern ; 4 y 
ue mit Mittelzahlen rechnen muBte, wiihle ich fiir diese neue Zu- ‘ q 
eh, sammenstellung den Zeitpunkt von 72 Stunden. Nach einer, ae 
0e- nicht mehr als 72 Stunden dauernden Erwirmung habe ich ne 
rer nimlich immer sowohl bei 15° wie bei 25° die Gerinnungs- oe 
en zeiten scharf bestimmen kénnen. Die Zusammenstellung be- | 
ng trifft vier bei derselben Temperatur, 38° C, ausgefiihrte Er- oa 
wirmungsversuche, die also miteinander vergleichbar sind, und : 
ade die Zahlen zeigen den Grad der Abschwichung der Enzym- : 
= wirkungen bei Kalb und Schwein. 
sin : sj 
off Nach 72 stiindiger Erwirmung bei 38° C. a 
“ nt ne 
sin Versuchs- Kalb Schwein ; 
‘ 7 Chymosin | Pepsin Chymosin | Pepsin 
bY . ee PETES, eNOS SE cee 7a. 
1 ‘67 | 2,4 . 2,6 "le,a { i 
ft, ») 1 1 1 1 | 
die . 80 2,8 2,7 1,9 
hes 3 “/46 9,8 */2,5 ‘en 
ist 4 56 | /3,5 "/9,2 wey if 
nur °. 
“oh __ Der Unterschied zwischen Chymosin- und Pepsinwirkung : \ 
in den Lésungen von Kalbsenzym ist sehr in die Augen a 
springend, wahrend er in den Schweinsenzymlésungen sehr un- +4 i y 





ny * 


2 








68 Olof Hammarsten, 


bedeutend ist. In den letzteren ist in allen 4 Versuchen die 
Chymosinwirkung etwas starker als die Pepsinwirkung 4). 
geschwicht, wenn auch der Unterschied nicht gro8 ist, und 
dasselbe findet man in den meisten Fiillen bei einer Durch. 
sicht der obigen tabellarisch wiedergegebenen Versuche. |) 
einigen Fillen, namentlich nach nur 24—48stiindiger Er. 
wirmung, geht jedoch in den Schweinsenzymlésungen die Ab- 
schwichung beider Enzymlésungen parallel. 

Da weder die Mettsche Probe noch die Bestimmung der 
Milchgerinnungszeiten exakte Resultate geben kann, hat man 
auch kaum eine genaue Parallelitit zu erwarten. Hierzu 
kommt noch, daB das Enzym in der Mettschen Probe in 
einem anderen Milieu als in den Milchproben wirkt; und da 
das Schweinsenzym auferordentlich viel empfindlicher gegen 
Alkali- als gegen Saurewirkung ist, liBt es sich wohl denken, 
daB ein durch Siurewirkung geschiidigtes Enzym durch die 
Milch in seiner Wirkung etwas starker als bei der Eiweib- 
verdauung gehemmt wird. Natiirlich kann man nicht ganz 
die Méglichkeit in Abrede stellen, daB der obige Unterschied 
in den beiden Enzymwirkungen beim Schweine ein Ausdruck 
fiir eine ungleiche Resistenz des Pepsins und Chymesins gegen 
Saiurewirkung ist, wenn man in Ubereinstimmung mit Nencki 
und Sieber?) annimmt, daB das Pepsin in gewéhnlichem Sinne 
ein Riesenmolekiil mit zwei Enzymgruppen ist, von denen die 
eine Triger der Chymosin- und die andere Traiger der Pepsin- 
wirkung sein soll. Wenn man diese Annahme macht, diirfte 
man aber um so mehr berechtigt sein, aus den erwihnten Ver- 
suchsresultaten den SchluB zu ziehen, daB im Schweinemagen 
neben dem Pepsin kein besonderes milchkoagulierendes Knzym 
enthalten ist. 

Ganz anders als beim Schweine liegen die Verhialtnisse, 
wie die nun mitgeteilten Versuche zeigen, beim Kalbe; und 
diese Versuche bilden gewissermaBen das Gegenstiick zu den 
von mir in einem vorigen Aufsatze*) veréffentlichten Unter- 


t Diese Zs. Bd. 82, Be 291 (1901). 
*) Diese Zs. Bd. 121, 8S. 261 (1922). 
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suchungen tiber die Wirkung von Alkali auf die Magenenzyme 
von Kalb und Schwein. Wiahrend sowohl beim Schwein wie 
beim Kalb das Pepsin sehr rasch und leicht durch Alkali ver- 
nichtet wird, hat das Kalbschymosin dagegen eine bedeutend 
oréBere Widerstandsfahigkeit gegen Alkalien. So fand ich 
z.B., daB dieselbe Alkalimenge, welche in einer Kalbsenzym- 
lésung bei Zimmertemperatur in 4 Minuten die Pepsinwirkung 
auf 1/,,9, in derselben Zeit die Chymosinwirkung nur auf ?/,, 
herabgesetzt hatte. In Lésungen von Schweinsenzym geht 
dagegen, wie Michaelis und Rothstein?) zeigten und auch 
ich in meinen Versuchen fand, die Vernichtung beider Enzym- 
wirkungen ungefahr parallel. Da nun das Pepsin durch Alkali 
rasch und irreversibel zerstért wird, kann ich die Resistenz 
der Chymosinwirkung beim Kalbe gegen Alkali nur durch die 
Annahme eines zweiten Enzymes neben Pepsin im Kalbsmagen 
erkliren. In &bhnlicher Weise erklire ich die verschiedene 
Resistenz der Magenenzyme gegen Siure bei diesen zwei 
Tierarten, und ich betrachte deshalb diese, einander komplettie- 
renden Untersuchungen iiber Séure- und Alkaliwirkung als 
wichtige Beweise fiir das Vorkommen von zwei verschiedenen 
Enzymen, Pepsin und Chymosin, in dem Kalbsmagen. 

Stellt man sich auf den Standpunkt von Nencki und 
Sieber, so kann man natiirlich auch im Kalbsmagen nur eine 
Substanz mit zwei verschiedenen Enzymgruppen annehmen. 
In diesem Falle muB aber die als Chymosin wirkende Gruppe 
beim Kalbe ganz anderer Art als beim Schweine sein, und fir 
die Hauptfrage (ob das Pepsin mit dem Chymosin identisch ist) 
diirfte es wohl ziemlich gleichgiiltig sein, ob diese Gruppe frei 
oder an einem Riesenmolekiil gebunden vorkommt. Es gibt 
indessen mehrere andere Beobachtungen, die im besten Kin- 
klang mit der Annahme von zwei verschiedenen Enzymen im 
Kalbsmagen stehen. 

In Versuchen mit Mageninfusionen von Kalbern findet man 
nicht selten, da& Infusionen von verschiedenen Individuen keine 
Parallelitit der zwei Enzymwirkungen zeigen, und namentlich 


') Biochem. Zs. Bd. 105, S. 60 (1920). 
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bei Tieren verschiedenen Alters ist dies der Fall. Rakoczy} 
hat sehr deutliche Belege hierfiir geliefert. Mit zunehmenden 
Alter der Tiere tritt die Chymosinwirkung zuriick, und in ver. 
gleichenden Versuchen fand er, daB bei gleicher Verdauungs. 
wirkung die Kalbsinfusionen eine um etwa 20—60 mal griBere 
milchkoagulierende Kraft als die Rinderinfusionen zeigten. 

Rakoczy hat ferner gezeigt, daB man durch Dialyse yon 
Kalbsmageninfusionen oder natiirlichem Kalbsmagensatt gegen 
destilliertes Wasser die Enzyme derart trennen kann, daB die 
entstehende Fiallung siimtliches oder fast siimtliches Pepsin 
enthilt, wihrend in dem Filtrate noch ein betrichtlicher Teil 
des Chymosins sich vorfindet. 


Kine uhnliche Trennung der beiden Enzyme habe ich in 
anderer Weise, nimlich durch Fallung der Kalbsmageninfusionen 
mit Alkalicaseinatlésung, bewirkt.?) Das Pepsin wurde hierbei 
so reichlich von dem Casein gefillt, daB das Filtrat eine ganz 
andere Relation der beiden Enzymwirkungen als die Infusion 
zeigte. So war z.B. in 4 Versuchen, in welchen allen die 
Chymosinwirkung im Filtrate auf 1/, gesunken war, die Pepsin- 
wirkung auf bzw. 4/:5, 4/100) ‘Vr009 3/159 herabgesetzt worden. 
Kine andere, von mir angewendete Methode war die frak- 
tionierte Extraktion der getrockneten und fein zerriebenen 
Schleimhaut mit gesittigter Chlornatriumlésung.’) Das erste 
Extrakt war regelmaBig bedeutend reicher an Pepsin als das 
zweite, welches dagegen relativ viel reicher an Chymosin war. 

Eine Trennung der zwei Knzymwirkungen ist dagegen 
meines Wissens bisher beim Schweine nie gelungen. Auf Grund 
des oben Angefiihrten kann auch meines Erachtens kein Zweifel 
dariiber bestehen, daB im Magen des Kalbes zwei Enzyme, 
nimlich das Pepsin, welches unter geeigneten Verhiltnissen 
auch milchkoagulierend wirken kann, und das _ eigentliche 
Labenzym, das Chymosin, vorkommen. Sie unterscheiden sich 
voneinander unter anderem dadurch, daB das Chymosin viel 





*) a. a. QO. Diese Zs. Bd. 68, S. 421 (1910). 
*) Diese Zs. Bd. 74, S. 142 (1911). 
3) Diese Zs. Bd. 94, S. 104 (1915). 
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widerstandsfihiger gegen Alkali, aber weniger widerstandsfihig 
gegen Siure als das Pepsin ist. 

Die dualistische Ansicht basiert hauptsichlich auf Unter- 
suchungen der Magenenzyme beim Kalbe, die unitarische da- 
gegen auf Untersuchungen der Enzyme bei Schwein und Hund, 
welche sich gleich verhalten. Bedenkt man nun, wie grof 
die Unterschiede zwischen Kalbs- und Schweinsenzym sind, 
so kann wohl kaum von einem eigentlichen Widerspruch 
zwischen diesen zwei Ansichten die Rede sein. Die uni- 
tarische Ansicht ist berechtigt fiir Hund, Schwein, Mensch und 
wahrscheinlich erwachsene Tiere im allgemeinen. Die dua- 
listische dagegen gilt fiir neugeborene Pflanzenfresser, wie 
Kalb, Schaf, Ziege und vielleicht auch andere, und den so- 
genannten Streit zwischen diesen zwei Ansichten diirfte man 
wohl deshalb als erledigt betrachten kénnen. 


Ebi RSET RE aN ag Ad St BEN Wil 








es once tt tan din Ss a re ga ae 








4 





Proteinstudien. 


Uber krystallinische Eieralbuminsalze, welche mittels anderer 
Salze als Ammoniumsulfat ausgeschieden sind. 


Von 
S. P. L. Serensen und S. Palitzsch. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. April 1923.) 


In einer fritheren Arbeit (S. P. L.Serensen und Margrethe 
Heyrup: Mitteilungen vom Carlsberg Laboratorium Bd. 12, 
S. 158 [1917], Diese Zs. Bd. 103, S. 211 [1918]) ist die 
Frage iiber die Zusammensetzung der mittels Ammonium- 
sulfates ausgeschiedenen LEieralbuminkrystalle einer  ein- 
gehenden, auf einem umfassenden Versuchsmaterial gestiitzten 
Erérterung unterzogen worden. Das Hauptresultat derselben 
kann in Kiirze wie folgt ausgedriickt werden: Die Hier- 
albuminkrystalle bestehen im wesentlichen aus Hier- 
albumin und Wasser, aber auBerdem enthalten die 
Krystalle wahrscheinlich immer etwas Schwefelsiure 
und miissen als aus einem wasserhaltigen Kieralbumin- 
sulfat bestehend aufgefaBt werden. Wir wollen hier 
nicht naher auf die Frage eingehen, wieweit der Gehalt der 
Krystalle an iberschiissiger Schwefelsiure als mit der Wasser- 
stoffionenkonzentration variierend angesehen werden mub, 
sondern uns nur mit einem der Verhiltnisse beschiftigen, 
welches, wie es in der betreffenden Abhandlung (a.a. O. Bd. 12, 
S. 193 und Bd. 103, 8. 251) heiBt ,,am leichtesten verstindlich 
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) wird, wenn man annimmt, daB der auskrystallisierte Nieder- 
schlag Schwefelsiure enthalt“. 

Wir weisen hier auf das Verhiltnis hin, daB es zu dem 

Zeitpunkt, an welchem die Abhandlung geschrieben wurde, 
weder KF. Gowland Hopkins noch uns, trotz zahlreicher 
'Versuche mit vielen verschiedenen Salzen, miéglich gewesen 
ist, Kieralbumin mittels anderer Stoffe als Sulfate zum Kry- 
stallisieren zu bringen. 
Ebenso wie E.G. Willcock (Journ. of Physiol. Bd. 37, 
$8.32 [1908]) hatten wir Magniumsulfat bei der Auskrystalli- 
‘sierung des Kieralbumins als anwendbar gefunden; aber haupt- 
| sichlich hatten wir bei mehreren Gelegenheiten eine sowohl 
mit Natrium-, als auch mit Kaliumsulfat gesittigte, wiBrige 
Lisung als ein ausgezeichnetes Fallungsmittel bei der Aus- 
| krystallisation des Eieralbumins benutzt. 

Wiahrend des Druckes der Abhandlung gelang es jedoch, 

wie es aus einer der Abhandlung beigefiigten Nachschrift 
(a.a.O. Bd. 12, 8S. 206 und Bd, 103, S. 266) hervorgeht, bei 
Anwendung einer passenden Mischung von primiaren und 
' sekundaren Ammoniumphosphat das Eieralbumin in krystalli- 
‘nischem Zustande auszuscheiden. 
Spater ist es weiterhin dem einen von uns, S. Palitzsch, 
‘ gelungen, durch Anwendung einer mittels Ammoniumsulfates 
vollstindig gereinigten und darauf durch Dialyse von Ammo- 
niumsulfat befreiten Eieralbuminlésung das Eieralbumin zur 
| Ausscheidung in krystallinischer Form zu bringen, indem hier 
‘als Fallungsmittel eine passende Mischung entweder von 
primirem und sekundirem Ammoniumarsenat oder von 
| primirem und sekundirem Ammoniumcitrat benutzt wurde. 
| Analog mit unserer friiher dargelegten Auffassung betreffs 
des mit Hilfe von Ammoniumsulfat ausgeschiedenen krystalli- 
nischen Niederschlages miissen wir der Meinung sein, da8 hier 
krystallinische Salze von Eieralbumin vorliegen mit beziehungs- 
weise Phosphorsiure, Arsensiure und Citronensiure. 

Unter dem Mikroskop ist jedoch kein Unterschied bei 
diesen verschiedenen Kieralbuminsalzen zu beobachten, welche 
j alle, ebenso wie das Sulfat, als gréBere oder kleinere nadelférmige 
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Krystalle auftreten, zuweilen, besonders bei langsamer Krystallj. 
sierung als lange, gutentwickelte, prismatische Krystalle. Da die 
direkte mikroskopische Untersuchung somit keinen Anhalts. 
punkt fiir die Entscheidung gibt, ob hier verschiedene Salze 
vorliegen, oder ob es sich in allen vier Fallen nur um die 
Auskrystallisierung des wasserhaltigen Eieralbumins  dreht, 
haben wir versucht, eine Beantwortung der Frage auf einem 
anderen Weg zu finden, namlich durch Bestimmung de 
Faktors r fiir das krystallinische Phosphat. 

Wie dies in der angefiihrten Abhandlung ausfiihrlich be. 
sprochen ist, versteht man unter r den Faktor, mit welchen 
das Gewicht des Proteinstickstoffes zu multiplizieren ist, um 
das Gewicht des wasserhaltigen Proteinstoffes zu geben. Der 
Faktor r ist die einzige bis jetzt bestimmte Konstante des 
krystallisierten Eieralbuminsulfats und hat den Wert 7,86, 
wahrend der Faktor, mit welchem das Gewicht des Protein- 
stickstoffes multipliziert werden muB, um das Gewicht de 
wasserfreien EKieralbumins zu geben, nur etwa 6,4 ist. Ks 
1iBt sich hieraus leicht berechnen, daB das _krystallisierte 
Eieralbuminsulfat etwa 0,22 ¢ Wasser fiir jedes Gramm wasser- 
freies Eieralbumin enthilt. 

Es lieBe sich nun denken, dab der vermittelst Ammonium- 
phosphats auskrystallisierte Niederschlag einen anderen Wasser- 
gehalt hatte als der vermittelst Ammoniumsulfats gewonnene, 
welches sich dadurch zeigen miiBte, daB 7 einen anderen Wert 
als 7,86 hitte. Sofern es sich zeigen sollte, daB dies der 
Fall ware, wiirde dadurch ein entscheidender Beweis gefiihrt 
sein, daB es sich in den beiden Fallen nicht um die Aus 
krystallisierung desselben wasserhaltigen EKieralbumins handelt, 
sondern vielmehr aller Wahrscheinlichkeit nach um die Aus- 
krystallisierung zweier verschiedener Salze. Auf der andere 
Seite muB betont werden, daB der entgegengesetzte Schlub 
nicht gezogen werden kann, indem es erstens von vornhereil 
nicht ausgeschlossen ist, daB zwei verschiedene Salze der 
gleichen Base mit dem gleichen Wassergehalt krystallisieren 
kénnen, zweitens liegt es sehr nahe anzunehmen, daf das 
wasserhaltige Eieralbumin, welches in beiden Fallen den alles 
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iberwiegenden ‘T'eil des auskrystallisierten Niederschlages aus- 
macht, auch eine so gut wie allein bestimmende Rolle in 
pezug sowohl auf die Form als auch auf den Wassergehalt 
der Krystalle spielt. 

Aus den im experimentellen Teil beschriebenen Versuchen 
geht nun hervor, daB der Faktor r in zwei Versuchsreihen 
verschieden gefunden wurde, in welchen die Auskrystallisierung 
yon Kieralbuminphosphat bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen und bei verschiedenen Ammoniumphosphat- 


| konzentrationen stattgefunden hatte, welche letztere, um eine 


gute und reichliche, aber gleichzeitig schéne und deshalb nicht 
zu schnelle Krystallisierung zu geben, nach der Wasserstoff- 
jonenkonzentration abgepaBt werden mubBte. 

Bei der einen Versuchsreihe wurde gefunden, daB das 
px der Mutterlauge gleich 4,81 und der Ammoniakstickstoff- 
sehalt in 100 g Mutterlauge gleich 3,2994 g war; in dieser 
Versuchsreihe wurde 7 gleich 7,89 g gefunden. 

Bei der zweiten Versuchsreihe wurde das pg der Mutter- 
lauge gleich 5,48 gefunden und der Ammoniakstickstoffgehalt 
in 100 g Mutterlauge gleich 4,4572 g; in dieser Versuchsreihe 
wurde 7 gleich 8,12 gefunden. 

Man kann kaum sagen, daB diese Versuchsreihen einen 
entscheidenden Beweis dafiir geben, daB der mittels Ammo- 
niumphosphats auskrystallisierte Niederschlag von dem mittels 
Ammoniumsulfats gewonnenen verschieden ist. Die erste Reihe, 
welche durch eine der isoelektrischen Reaktion des Kieralbumins 
(px = 4,8) entsprechenden Wasserstoffionenkonzentrationen an- 
gestellt ist, hat r = 7,89 ergeben, also innerhalb der Grenzen 
von Versuchsfehlern ganz denselben Wert wie fiir Kieralbumin- 
sulfat gefunden. 

Die zweite Versuchsreihe ist ausgefiihrt bei einer Wasser- 
stoffionenkonzentration, welche bedeutend niedriger ist als die 
isoelektrische Reaktion des Kieralbumins, und man kinnte daher 
annehmen, daB der auskrystallisierte Niederschlag reichliche 
Mengen Ammoniak gebunden hitte, aber dies wiirde, wie dies 
aus der Formel, nach welcher r berechnet wird, hervorgeht, zu 
einem zu niedrigen Wert von r fihren; deshalb muB diese 
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Erklirung des gefundenen hohen Werts (r = 8,12) sicher ver. 
worfen werden. Ebensowenig glauben wir den doch ziemlich 
groBen Unterschied zwischen r = 8,12 und r = 7,86 einfach 
durch Versuchsfehler erkliren zu kénnen und dies kénnep 
wir um so weniger tun, als die dritte in dem experimentellen 
Teil besprochene Versuchsreihe keinen Beweis dafiir gibt, dag 
8,12 ein zu hoher Wert fir r bei niedrigen Wasserstoffionen. 
konzentrationen darstellt. 

Wir meinen daher, daB das Resultat dieser zweiten Ver. 
suchsreihe eher dafiir zu sprechen scheint, daf wir es hier 
mit einem anderen Kieralbuminsalz zu tun haben, als den, 
welches mittels Ammoniumsulfats gefillt wird, aber, wie schon 
gesagt, ein absolut entscheidender Beweis liegt unserer Meinung 
nach nicht vor. 

Zum Schlu8 wollen wir nur bemerken, daB die Arbeit 
mit Ammoniumphosphat als Fiallungsmittel fiir EKieralbumin 
wohl keine wesentlichen Schwierigkeiten darbietet, aber doch 
weit entfernt so leicht fallt, wie die Arbeit mit Ammoniun- 
sulfat, teils, weil die Léslichkeit des sekundiren, namentlich 
aber des primiren Ammoniumphophates im Wasser weit ge- 
ringer ist als die des Ammoniumsulfates und teils weil Ande. 
rungen in der Salzkonzentration gleichzeitig wesentliche Ande- 
rungen in der Wasserstoffionenkonzentration ergeben, wenn 
nicht gleichzeitig das Verhiltnis zwischen primirem und 
sekundirem Salz verschoben wird. 

Die hier erwihnten Untersuchungen wurden in den Jahren 
1917—18 ausgefiihrt, und, da wir seitdem keine Gelegenheit 
haben, diese Studien fortzusetzen, haben wir es fiir am rich- 
tigsten gehalten, das vorliegende Versuchsmaterial zu _ver- 
Offentlichen. Ubrigens hegen wir nach den Erfahrungen, 
welche wir wahrend der Ausfiithrung dieser Versuche geerntet 
haben, keinen Zweifel dariiber, daB das Léslichkeitsverhiltnis 
und die iibrigen Kigenschaften des Eieralbuminphosphates sich 
auf eine ganz uibnliche Weise und nach denselben Prinzipien, 
wie denjenigen, welche seinerzeit bei den Studien iiber Hier- 
albuminsulfat in Anwendung gebracht wurden, bestimmed 
lassen. 
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Experimenteller Teil. 


a) Herstellung von Eieralbuminphosphat. 


Zur Herstellung von EKieralbuminphosphatkrystallen wurden 
als Fallungsmittel benutzt: 

1. festes primires Ammoniumphosphat, 

2, eine gesittigte, waBrige Liésung dieses Salzes und 

3. eine waiBrige Loésung von sekundirem Ammonium- 
phosphat, welche hergestellt wird durch Lésung von 1 g-Mol. 
(115 g) primirem Ammoniumphosphat in 100 cem 10n-Ammo- 
niakwasser samt soviel Wasser, daB alles gelést wurde. Der 
Rauminhalt dieser Lésung machte etwa 290 ccm aus, so daB 
100 com der Lésung etwa 40g primires Salz samt etwa 


35 ccm 10n-Ammoniak enthielten. (Die Liésung wird als 


sekundir“ bezeichnet.) 

Vermittelst dieser Fillungsmittel und einzelner anderen 
ibnlichen, fiir besonderen Gebrauch hergestellten Mischungen 
ist es méglich, die Wasserstoffionenkonzentrationen und die 
Salzkonzentrationen und somit auch die Fallungsbedingungen 
imerhalb nicht allzu enger Grenzen zu variieren. 

Das primaire Ammoniumphosphat wurde aus reiner Phos- 
phorsiure durch Auflésung in Wasser, Zusetzung der berech- 
neten Menge Ammoniak unter guter Abkiihlung und Umkry- 
stallisation des auskrystallisierten Salzes hergestellt. Die 


| Mutterlauge wurde, wie unten erw&hnt, benutzt. 


Als Rohmaterial zur Herstellung von Kieralbuminphosphat 
wird am besten EKieralbumin benutzt, welches durch wieder- 
holte Umkrystallisationen vermittelst Ammoniumsulfats voll- 
stindig gereinigt ist. 

Die Wegschaffung des Ammoniumsulfates kann durch 
Dialyse geschehen, welches Verfahren wir bei unseren ersten 


\Versuchen gebrauchten, oder leichter, sofern einigermaBen 


reichliches Material vorliegt, durch Auswaschung der mit 
Ammoniumsulfat gefillten Krystalle mit einer Lésung von 
einer passenden Mischung von primirem und sekundirem 
Ammoniumphosphat. 

Liegt eine dialysierte Kieralbuminlésung vor, so ist das 
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Verfahren folgendes: Fiir je 100 ccm Kieralbuminlésung wird 
35 g festes primires Phosphat sowie 12 ccm _,,sekundiires: 
zugesetzt. Unter gutem Umriihren und Erwirmen bis zy 
Zimmertemperatur erhilt man eine klare Lésung, wobei jedoch 
méglicherweise vorhandenes denaturiertes EKieralbumin ays. 
geschieden wird und abfiltriert werden mub. Beim Stehenlassey 
unter wiederholtem Umriihren krystallisiert das EKieralbumin. 
phosphat aus, am leichtesten natiirlich nach Impfung, aber gewohn. 
lich auch leicht und willig ohne Impfung. Die Krystalle, welche 
unter dem Mikroskop das gewéhnliche Aussehen zeigen, griBere 
und kleinere Nadeln, zuweilen in Biischeln gesammelt, 2. 
weilen mit langen, schén entwickelten, prismatischen Krystallen 
durchsetzt, werden abfiltriert und mit einer ,,Waschfliissigkeit’ 
gewaschen, welche durch Auflésung von 35 g festem primiiren 
Phosphat in 100 ccm Wasser +12 ccm ,sekundiirem“ 21- 
bereitet wird. 

Die Umkrystallisierung vollzieht sich einfach durch Auwt- 
lésung von Niederschlag mit anhaftender Mutterlauge in einer 
abgemessenen Menge Wasser, wobei die Liésung, nétigenfalls 
nach einer Filtrierung, durch Zusatz von festem primiren Phos- 
phat und ,,sekundérem“ zur Krystallisation gebracht wird, 
indem dabei in allem fiir je 100 com Wasser, welches zur 
Auflésung des Niederschlages angewendet wird, héchstens 35¢ 
festes primires Phosphat und 12 ccm ,,sekundires“ angewandt 
wird. Das Zusetzen kann auf einmal geschehen, doch verliutt 
die Krystallisation am schénsten, wenn dasselbe portionsweise 
geschieht und namentlich, wenn die letzten Mengen primires 
Phosphat und ,,sekundires“ erst zugesetzt werden, nachdem 
wesentliche Mengen Albumin auskrystallisiert sind. 

Bei dem hier genannten Verfahren vollzieht sich die Aus 
krystallisierung bei einer Wasserstoffionenkonzentration in der 


Nahe der isoelektrischen Reaktion des EKieralbumins (py = 4,5) 


aber es ist leicht durch Variation des Verhiltnisses zwischen 
dem angewandten festen primiren Phosphat und dem ,,sekur- 
daren“ die Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher die Aus- 
krystallisation stattfindet, zu verschieben. 

Handelt es sich um einigermaBen groBe Mengen, so be- 
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nutat man am leichtesten das gereinigte und auskrystallisierte 


Kieralbuminsulfat als Ausgangsmaterial, indem dieses von dem 
wesentlichsten Teil des Ammoniumsulfates durch Waschen 
mit einer passenden Mischung von primirem und sekundirem 
Ammoniumphosphat befreit wird. Hierzu kann die beim Um- 
krystallisieren von dem primiren Ammoniumphosphat ge- 
wonnene Mutterlauge benutzt werden, zu welcher soviel kon- 
zentriertes Ammoniakwasser gesetzt wird, dab die unverdiinnte 
Lisung eine dem py = 4,7—4,8 entsprechende Wasserstoff- 
jonenkonzentration zeigt. 

Das Kieralbuminsulfat wird vom Filter genommen und 
in einer geriumigen Schale mit dem fiinffachen Rauminhalt 


Waschiliissigkeit ausgerieben, wonach der Niederschlag ab- 


filtriert und einige Male mit der Waschfliissigkeit gewaschen 
wird. Wenn diese Operation noch einmal wiederholt wird, 
enthilt der Niederschlag nur wenig Ammoniumsulfat, von 
welchem er durch ein paar Umkrystallisationen, welche genau 


wie vorher beschrieben ausgefiihrt werden, befreit wird. 


b) Bestimmung des Faktor r. 


Die Bestimmung des Faktor r wurde auf genau die- 


selbe Weise ausgefiihrt, welche bei der Bestimmung dieses 


Faktors fiir Kieralbuminsulfat angewandt wurde, indem r nach 


‘der Formel 


100 (a f > ay) 


ar? Po = dpe py 





| berechnet wurde, wo a,, a,, py und p, dieselbe Bedeutung hat 
|wie bei unseren friiheren Versuchen (siehe 8S. P. L. Sorensen 
und Margrethe Hoyrup, a. a. O. Bd. 12, S. 163 und Bd. 108, 


8. 217), 

Ks wurden zwei Versuchsreihen ausgefiihrt, beide bei 
gewohnlicher Temperatur (18—19°) In Nr. 1 enthielten 
375 com insgesamt etwa 7,5 g Proteinstickstoff, in Nr. 2 be- 
fanden sich in 600 ccm etwa 7 g Proteinstickstoff; in beiden 


wurde das Fillen mit Hilfe einer Mischung von primaérem und 


sekundirem Ammoniumphosphat vorgenommen, aber das Ver- 
haltnis zwischen diesen beiden Salzen war nicht genau be- 
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kannt. Der Inhalt sowohl von Ammoniak, als auch yoy 
Phosphorsiure war etwas gréBer in Nr. 2 als in Nr. 1; ung 
es konnte berechnet werden, daB bei je 100 g (Wasser 4 
Phosphorsiure) in Nr.1 etwa 22g Phosphorsiure und in Ny,) 
24—25 g Phosphorsiure anwesend waren. 

Die Versuchsresultate sind in Tabelle 1 zusammengestell 
und bediirfen keiner weiteren Erklirung. 




















Tabelle 1. 
Faktor +. 
, 982 Ny ar a 
a 100¢ Filtrat | #22 100 g Niederschlag mit ‘. 
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2,4842 | 3,7208 | 7,89, 
III | 2,4427 | 3,8740 | 7,88, 
| I | 3,4677 | 2,8128 18,13, 
4,4572 |0,1055 | 5,48 II | 3,5054 | 2,7178 18,10, fs 


I | 2,4821 | 83,7354 | 7,88, 
1] 11 |3,2994 | 0,7869 | 4,81 {a 
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III | 3,4887 | 2,7569 |8,12, 























Wir wollen hier nur noch darauf aufmerksam machen, 
daB die Wasserstoffionenkonzentrationen solcher Lisungen wie 
diejenigen, von welchen hier die Rede ist, wie dies zu er 
warten war, sich bei Verdiinnungen stark ‘Andern. 

In Nr. 1 zeigte das unverdiinnte Filtrat py = 4,81, wil- 
rend 10ccm Filtrat verdiinnt auf 100ccm zeigte py = 5,76. 
Dieses stimmte sehr gut damit iiberein, daB die Liésungen |, 
II und III, welche alle etwa 8 g Niederschlag mit anhaftender 
Mutterlauge aufgelést in insgesamt 100 ccm enthielten, py gleich 
5,78, beziehungsweise 5,78 und 5,77 zeigten. 

Auf gleiche Weise gab in Nr. 2 das unverdiinnte Filtrat 
Pu = 5,48, wihrend das zu dem zehnfachen Rauminhalt ver- 
diinnte Filtrat py = 6,19 ergab. Die Lisungen J, II und Il 
ergaben hier py = 6,31 beziehungsweise 6,27 und 6,27. 
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Durchsehnitt von r 
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c) Die Auskrystallisierung des Kieralbuminphosphates 
bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 


Der Versuch wurde dergestalt geplant, daB 9 Mischungen 
| hergestellt werden sollten, welche jede dieselbe Gewichtsmenge 
‘einer vorliegenden Hieralbuminphosphatlésung, dieselben Ge- 
wichtsmengen einer gesattigten Lésung von primirem Ammo- 
niumphosphat und von ,sekundirem“ und dieselbe Gewichts- 
menge (Wasser + Phosphorsaure) enthielt, aber das Verhiltnis 
zwischen Wasser und Phosphorsiure und damit die Wasser- 
stoffionenkonzentration variierte von Versuch zu Versuch, Es 
sollte deshalb bei allen Versuchen die gleiche Gewichtsmenge 
Kieralbumin und die gleiche Gewichtsmenge Ammoniak zu- 
igegen sein, ebenso wie die Summe der Gewichtsmengen von 
Wasser und Phosphorsiure bei allen Versuchen die gleiche 
sein sollte. 

Sofern der Eieralbumingehalt in den Filtraten nach der 
) Krystallisation als wasserhaltiges LHieralbuminphosphat be- 
rechnet wird (durch Multiplikation der Proteinstickstoffmenge 
emit dem Faktor r) so miiBten die Filtrate — unter der 
» Voraussetzung, daB die Versuchsordnung richtig durchgefiihrt, 
Jund der benutzte Wert fiir r richtig war — daher denselben 
) Ammoniakgehalt per 100 g (Wasser + Phosphorsiure) zeigen. 
"Die Versuchsresultate, welche in Tabelle 2 zusammengestellt 


_ sind, zeigen, daB dies auch wirklich stattfindet, und, was dies 


‘anbelangt, ist der Versuch nach Wunsch verlaufen. 
Auf der anderen Seite erwies es sich als schwierig, die 
) Krystallisation mit den gewahlten Salzkonzentrationen in Gang 
>7u bekommen und es erwies sich, um eine einigermaBen reich- 
liche Krystallisation zu erhalten, als notwendig, allen Ver- 
> suchsmischungen etwas mehr ,sekundares“ zuzusetzen, als ur- 
springlich berechnet, wodurch die ganze Versuchsreiche so 
weit in alkalische Richtung verschoben wurde, daB die Wasser- 
; stoffionenkonzentration in der sauersten der Versuchsmischungen 
“egeringer wurde als die fir die Krystallisation unter den vor- 
liegenden Verhiltnissen optimale Wasserstoffionenkonzentration. 
Man darf jedoch in diesem Zusammenhang nicht vergessen, 
da8, wenn der Ammoniakgehalt konstant gehalten wird, die 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXX. 6 
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Variation der Wasserstoffionenkonzentration von einer Variatioy 
im Phosphorsaéuregehalt begleitet oder, richtiger gesagt, hervor- 
gerufen wird, und der groBe Unterschied im Inhalt der Fij. 
trate vom Hieralbuminphosphat riihrt daher sicher nicht aus. 
schlieBlich von einem Unterschied in der Wasserstoffionep- 
konzentration her, sondern auch von einem Unterschied des 
Verhaltnisses zwischen Wasser und Phosphorsaure. Dieses 
Verhaltnis war fiir die verschiedenen Versuchsmischungen 
nicht genau bekannt, jedoch war der Phosphorsiuregehalt am 
gréBten in Versuch Nr. 1. In dieser Versuchsmischung waren 
per 100 g (Wasser + Phosphorsiiure) etwas iiber 20 g Phos. 
phorséure anwesend und der Phosphorsiuregehalt nahm all- 
miahlich in der Reihe nach unten ab, so daB in der Versuchs- 
mischung Nr. 9 etwa 1,5 g Phosphorsiure per 100 g Wasser 
+ Phosphorsiure) weniger war, als in der Versuchsmischung 
Nr. 1. 

Die Mischungen standen zur Krystallisation wihrend 
3 Wochen bei gewoéhnlicher Temperatur unter gutem und tig- 
lichem Schiitteln und wurden darnach unter Beachtung der 
iiblichen VorsichtsmaBnahmen filtriert. 


Tabelle 2. 


Die Auskrystallisation des EKieralbuminphosphats bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen (konstanter Ammoniakgehalt, aber 
variierende Verhiltnisse zwischen Wasser und Phosphorsiure). 























100 g Filtrat enthielten Auf ~ 8 ensnglagaabarse Wasserstot!: 
3 s |. He sen phorsiiure kamen (7 = 8,12) | 0 onkonzen: 
= Ammo- | Protein-N |Kieralbumin-| Ammoniak tration des 
S & | niak-N in g | in g phosphat (NHs) Filtrats 
(|. (pr) | 8 s 3 
1 38,9179 | 0,2515 2191 | 5,111 5,22 
2 83,9058 | 0,2955 2,584 5,113 5,25 
3 3.3924 | 0,3229 2,823 5,107 5,28 
4 83,8839 | 0,3652 8,212 5,114 5,31 
5 83,8684 | 0,4202 3,718 5,117 5,34 
6 83,8408 0,4941 4,393 5,113 5,38 
7 83,8155 0,5600 5,007 5,107 5,41 
8 83,7485 0,7581 6,895 5,104 5,48 
9 83,7308 0,8230 7,527 5,108 5,53 
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Aus der Tabelle geht zunichst hervor, daB die Léslich- 
eit des Hieralbuminphosphates bei konstanter Ammoniak- 
konzentration sehr stark steigt mit fallender Phosphorsiure — 
und damit fallender Wasserstoffionenkonzentration. Sodann 
zeigt der konstante oder vielleicht ganz schwach fallende Wert 
fir den Ammoniakgehalt, welcher in der vorletzten, lotrechten 
Kolonne der Tabelle aufzufinden ist, daB der angewandte Wert 
fir r (8,12) kaum zu hoch ist. 


April 1923. 
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Uber Oxypyrrole in Proteinstoffen. 


Von 


N. Troensegaard, Kopenhagen. 





(Der Redaktion zugegangen am 30, April 1923.) 








In friiheren Arbeiten*) habe ich gezeigt, daB bei der re. 
duktiven Spaltung von Acetylproteinen mit Natrium in Amyl- 
alkohol im wesentlichen Spaltprodukte heterocyclischer Natur 
und zwar besonders Pyrrolverbindungen gebildet werden. Die 
Spaltprodukte wurden fraktioniert in: 


eigentliche Pyrrole (Fraktion B,), 

zusammengesetzte schwache Pyrrolbasen (vielleicht auch nur 
zum Teil reduziertes Acetylprotein) (B,), 

aitherlésliche starke Basen (C,), 

itherunlésliche starke Basen (C,), 

itherlésliche Pyrrolsiuren (D,), 

alkohollésliche Sauren (D,), nebst 2 wiBrigen Fraktionen und 
Ammoniak. 


Ich habe die Vermutung ausgesprochen, da die in den 
Proteinstoffen vorhandenen Pyrrole sich als Oxypyrrolverbin- 
dungen vorfinden. Eine Isolierung der eigentlichen ,,Pyrrol- 
phenole“ aus den Proteinen ist sicherlich zufolge deren grofer 
Unbestindigkeit unméglich. 

Da jedoch die Methoxypyrrole recht bestiandige Ver- 
bindungen sind, wurde hier durch Hydrierung der in meiner 
friheren Arbeit beschriebenen methylierten Acetylproteine ver: 
sucht Methoxy- oder hydrierte Methoxypyrrole nachzuweisen. 

Kin methyliertes Acetylgliadin, das aus einmal acetyliertem 





1) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920) u. Bd. 127, 8. 137 (1923). 
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Gliadin mit der Acetylzal 36,3) hergestellt war, hatte nach 
der Methylierung die Methoxylzahl 20,5 und die Acetyl- 
zahl 13,5. Hydriert wurde eine Lésung von methyliertem 
Acetylgliadin mit einem Stickstoffgehalt von 228 ccm 1/1 n-N. 
Die Reduktion erfolgte nach der beschriebenen Methode mit 
Natrium in Amylalkohol. Es ist vielleicht zweckmaBig, nur 
mit Natriumwiirfelchen und nicht mit zerstaubtem Natrium zu 
arbeiten. 

Zu Ende der Hydrierung hatte sich die amylalkoholische 
Lisung bedeutend aufgehellt und die sonst mehr oder weniger 
stark auftretenden Verharzungsprodukte erschienen nicht. 

Fraktionierte man das Reaktionsprodukt wie gewoéhnlich, 
so erhielt man folgende Stickstoffverteilung: 














= (8 ,l/csleslodleels 7 ec 
22/52/22 |22| 82/32/25) S2) 2 | g 
EELEElSolSelae|sel23lae| 2 | § 
ef|Sh|ee|sH/23lsb|sales| 8 | 2 
: C a3 A 
283 = 233 g = $ a a & = 8 § 
Fraktion B, | B, | CG, | CG, | CGC, | D, | D2 | DS | E | — 
° Gesamt-N] 4,4] 6,0 | 8,0] 29,3] 7,7 | 0,9 | 19,3] 8,4 | 12,0] 96,0 
Methoxylzahl] 30,0 | 9,2 | 28,0] 2,6], — | — |100] — | — | — 
































Im Schema sind die Methoxylzahlen fiir die wichtigsten 
Fraktionen angefiihrt. Die Methoxylbestimmung  erfolgte 
nach Zeisel im Hans Meyer-Apparat, nachdem die ab- 
pipettierten Lésungen im Bamberger-Kélbchen zweimal mit 
Kssigsiureanhydrid im Vakuum abgedampft waren. 

Fraktion B,, die die echten Pyrrole enthalt und alle die 
gewohnlichen Pyrrolreaktionen gibt, hat die gréBte Methoxyl- 
zahl, namlich 30. 

Fraktion C,, die die Pyrrolidinbasen enthilt, hat ebenfalls 
eine verhaltnismaBig hohe Methoxylzahl und die Basen miissen 
methyliertes Hydroxyl enthalten. 

Fraktion C, enthalt nur sehr wenig Methoxyl, was mit 


| der Beobachtung, daB die entsprechende Fraktion der Acetyl- 





') Mit Acetyl- und Methoxylzahl sind die Anzahl Acetyl bzw. 
| Methoxyl pro 100 N angegeben. 
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proteinspaltung bei einer Methylierung kein Methoxy! gibt, im 
EKinklang steht. 

Die gesammelten Methoxylbestimmungen zeigen, daf hej 
der Hydrierung bedeutend Methoxyl abgespalten wurde; nur 
ein gutes Drittel des vor der Hydrierung vorhandenen Methoxyls 
wurde nach derselben bestimmt. Und da die Pyrrolverbindungen 
bei weitem die gréBten Methoxylzahlen haben, kann man mit 
gutem Recht behaupten, daB Oxypyrrole sich im Gliadin in 
gréBerer Menge finden miissen als die Analyse angibt, da man 
davon ausgehen kann, daB Methoxyl wenigstens einigermafen 
gleichmibig in den verschiedenen Fraktionen abgespalten wird. 

DaB sich bei der Hydrierung keine Pyrrolharze bilden, 
wie dies bei der Hydrierung der Acetylproteine geschieht, weist 
ebenfalls darauf hin, daB diese Verharzungen von Oxypyrrolen 
stammen kénnen. : 

Ferner mu8 der Sauerstoff des Methoxyls am Pyrrolkern 
selbst sitzen, da Hydroxyl in der Seitenkette mit Jodmethyl 
und Kali nicht methyliert wird. 

Es ist nicht gut denkbar, daB das nach der Hydrierung 
und Spaltung mit wiBrigem Alkali bestimmte Methoxyl eines 
nach der angefiihrten Methylierungsmethode hergestellten Me- 
thylierungsproduktes aus methylierten schwachen Carboxy!- 
gruppen stammt. Dagegen soll in diesem Zusammenhang an- 
gefiihrt werden, daB die Acetylproteine — und zwar besonders 
die zweimal acetylierten — mit wasserfreiem Methylalkohol 
schon bei gewéhnlicher Temperatur reagieren und Methoxyl- 
verbindungen mit Methoxylzahlen von 3 bis 15 geben (nied- 
rigere Zahlen beim Gliadin, héhere bei der Gelatine). Diese 
Bildung von Methoxyl, die die Acetylzahl nicht wesentlich 
beeinfluBt, stammt vermutlich aus einer Veresterung von Car- 
boxy], und derartiges Methoxyl wird sicher wahrend der Pri- 
paration leicht abgespalten. 

Methylierte Acetylgelatine gibt weniger Methoxyl in der 
Pyrrolfraktion und die Ausbeute an dieser ist geringer. Hs 
werden hier mehr fliichtige Amine gebildet und die Verteilung 
des Stickstoffs in den einzelnen Fraktionen ist anders. 
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Uber den 
Molekularzustand und die Stabilitét der Saccharase. 
Von 


H. y. Euler, K. Josephson und K. Myrbiick. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Mai 1923.) 


1. Diffusionsversuche an hochgereinigten Saccharaselosungen. 
(K. Josephson). 


Vor einiger Zeit haben Euler und Josephson) gezeigt, 
daB die stickstoffhaltige Komponente hochaktiver Saccharase- 
priparate in mancher Hinsicht an native EiweiBkérper er- 
inert. Auch gewisse andere Kigenschaften der Saccharase- 
priparate, wie Temperaturempfindlichkeit in waBriger Loésung, 
Verhalten gegen Alkohol und andere organische Lésungsmittel, 
sowie auch das friiher?) gefundene hohe Molekulargewicht bzw. 
der geringe Dispersitatsgrad (scheinbares Molekulargewicht etwa 
20000) weisen auf einen Zusammenhang mit nativen Eiweib- 
kérpern hin. Immerhin konnte der aus Diffusionsversuchen 
berechnete hohe Mittelwert fiir das Molekulargewicht bzw. die 
TeilchengréBe des Enzyms durch eine Assoziierung des kleineren 
Saccharasemolekiils mit hochmolekularen, aus der Hefe stam- 
menden Beimengungen, etwa Albuminen oder Globulinen, vor- 
getauscht sein. 

Nun haben einerseits analytische Untersuchungen, anderer- 
seits eingehende Messungen der Inaktivierung von Saccharase- 





') Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1097 (1923). 
*) Euler u. Gésta Ericson, Kolloid-Ztschr. Bd. 31, S. 3 (1922). 
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lésungen durch Schwermetallsalze (Myrbick) und durch Ha. 
logene (Josephson) zu ,,Aquivalent“-Werten gefiihrt'), welche 
untereinander gute Ubereinstimmung zeigen, simtlich aber be. 
deutend kleiner sind, als der aus der Diffusion berechnete 
Wert der MolekulargréSe angibt. Es war daher von Bedeutung 
festzustellen, ob in Saccharaselésungen hdherer Reinheitsgrade 
nicht Saccharasemolekiile yon geringerer MolekulargréBe vor- 
kommen. Schon in den Versuchen von Euler und G. Ericson 
waren die angewandten Enzymlésungen von hochmolekularen 
Verunreinigungen so weit befreit, daB unter geeigneten Ver. 
suchsbedingungen solche kleineren Saccharasemolekiile zum 
Vorschein hatten kommen kénnen. Indessen waren die damals 
angewandten Enzymlésungen so weit verdiinnt, daB die Aktivitit 
in der obersten Diffusionsschicht (bzgl. der Methodik der Dif. 
fusionsmessung siehe die zitierte Arbeit von Ericson, sowie 
friihere von Euler, Kullberg*’), Hedelius u. Svanberg) in 
welcher sich die kleinsten Molekiile wegen ihrer schnelleren 
Diffusion am meisten anreichern miiBten, nicht mit hinreichender 
Genauigkeit bestimmt werden konnte. 

Wir haben deshalb neue Diffusionsversuche mit konzen- 
trierten Saccharaselésungen angestellt. Die angewandten Li- 
sungen waren unter den reinsten bis jetzt von uns erhaltenen. 
Gleichzeitig mit der gesteigerten Konzentration war also auch 
der Reinheitsgrad bedeutend gréBer, als in den friiheren Unter- 
suchungen. Die verwendeten Lésungen waren die mit XIIa AK 
bzw. XIIf[a AK bezeichneten. Erstere zeigte nach der Dialyse 
If = 220 (Beilage 1) und nach der Kindunstung zu einer Konzen- 
tration von 0,48°/,, If = 198 (Beilage 2). Letztere hatte nach 
der Dialyse eine Aktivitait entsprechend If = 158 (Beilage 3). 
Nach Eindampfen zu einer Konzentration von 1,03°/, und Ab- 
filtrieren der beim EKindampfen ausgefallten Triibung (Kaolin?) 
wurde If zu 168 bestimmt (Beilage 4). 

Die Diffusionsgeschwindigkeit wurde in einem Apparat und 
mit einer Methodik ausgefiihrt, wie in den friheren Versuchen. 





1) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 453 (1923). 
*) Euler u. Kullberg, Diese Zs. Bd. 73, S. 340 (1911). — Euler, 
Hedelius u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 110, S. 190 (1920). 
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Jede Schicht hatte ein Volumen von 5ccm. Die Anzahl der 
Schichten war 4. Der unterste nicht cylindrische Teil des 
Apparates war mit Chloroform gefiillt. Die Schichthéhe wurde 
kathetometrisch bestimmt, wobei Quecksilber als Fliissigkeit 
yverwandt wurde; als Mittelwert mehrerer Bestimmungen wurde 
fiir die halbe Hohe (h/2) 0,391 gefunden. 

Die Versuche wurden wie die friiheren in einem zum 
Arbeiten bei konstanter Temperatur eingerichteten Kellerraum 
ausgefiihrt, in welchem die Temperatur wihrend jeden Ver- 
suches auf etwa 0,2° konstant gehalten werden konnte. 

Nachdem die Apparate mit 3 Schichten destillierten Wassers 
und die Pipette mit der Enzymlésung gefiillt waren, lie’ man 
den Apparat, um einen vollstindigen Ausgleich der Temperatur 
zu erzielen, mehrere Stunden stehen. Dann wurde die Enzym- 
lésung sehr Jangsam iiber das Chloroform und unter das Wasser 
geschichtet. Trotzdem ist es nicht ausgeschlossen, daB be- 
sonders beim ersten Versuch eine geringe Mischung der 


Diffusionsversuch 1. 
Priparat XIla AKA; If = 198 (urspr. 220). 0,48°/,iger Lésung. Dif- 
fusiouszeit 7,86 Tage. Temp.: 15,8°+0,1°. Die Inversionsversuche 
finden sich in den Beilagen 5—8. 



































Schicht k-104 n’ x Day M 
1 872 5554 —_ — — 
2 526 3350 — _ _— 
3 156 994 ~ “ae iia 
4 16,2 103 0,471 | 0,0500 | 19600 
1570 10001 


Diffusionversuch 2. 
Priparat XUIa AK; If=168. 1,03%,iger Lésung. Diffusionszeit 
8,02 Tage. Temp.: 15,0° + 0,1° Die Inversionsversuche finden sich in 
; den Beilagen 9-—12. 
































Schicht k+10* n’ x Dayo M 
l 1380 5775 — — — 
2 155 3160 7 si i 
3 235 979 = — “= 
4 20,5 86 0,501 0,0476 21600 
2390 10000 
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untersten Schichten eingetreten ist. Da indessen zur Be. 
rechnung der Diffusionskoeffizienten nur die oberste Schicht 
angewandt worden ist, wird der hierdurch veranlaBte Fehler 
zum gréBten Teil eliminiert. 

Die Diffusionkoeffizienten sind unter Anwendung der yon 
Kawalki angegebenen Tabelle berechnet worden. Als Tem- 
peraturkoeffizient fiir D ist, wie friiher, der Wert 0,05 an- 
gewandt worden. Die Berechnung von ™ geschah nach der 
Formel DY M=7. Ob diese Formel!) und der Zahlenwert 
des Produktes auch fiir hohe Molekulargewichte brauchbar ist, 
steht noch nicht fest. Der Wert 7 wurde einstweilen aus 
Mangel eines genaueren verwendet; sobald ein fiir groBe Mo. 
lekiile giiltiger Standardwert gefunden ist, kénnen aus den 
Konstanten D die Zahlen fiir M leicht umgerechnet werden, 

In der Zeit, in welcher die Diffusionen vor sich gingen, 
trat offenbar bei beiden Versuchen eine erhebliche Inaktivierung 
der Saccharase ein. Beim ersten Versuch war die Inversions- 
konstante fiir 1 ccm der Saccharaselésung vor Beginn der Dif- 
fusion etwa 2000-10—4, wihrend die Summe der fiir die ein- 
zelnen Schichten erhalteten Konstanten nur 1570-1074 betrug. 
Die gesamte Inaktivierung machte somit 21°/, der urspriing- 
lichen Aktivitéit aus. Beim zweiten Versuch war die In- 
aktivierung noch gréBer. Bei diesem ergab nimlich 1 ccm der 
zur Diffusion angewandten Saccharaselésung eine Inversions- 
konstante (vor der Diffusion) 3600-10-41, wihrend die Summe 
der Diffusionsschichten zu einem Gesamtwert von 2390-107‘ 
fihrte. Hier war also }/, der urspriinglichen Aktivitat wihrend 
der Diffusion verloren gegangen. 

Da diese Inaktivierung méglicherweise auf die Kinwirkung 
des wihrend der Diffusion anwesenden Chloroforms zuriick- 
gefiihrt werden konnte, stellten wir einen besonderen Versuch 
an tiber die Inaktivierung des Praparates XIIIa AK (des Pri- 
parates, das beim zweiten Diffusionsversuch zur Anwendung 
kam). Es wurden 5 ccm der nicht eingedunsteten Saccharase- 
lésung mit 5 ccm Chloroform geschiittelt, worauf die Mischung 
wihrend 4 Stunden stehen blieb. Nach dieser Zeit wurde der 


1) Euler, Wied. Ann. Bd, 63, S. 273 (1897). 
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oberen Schicht eine Probe von 1 ccm fir die Untersuchung 
der Aktivitat entnommen. Die Reaktionskonstante war von 
70-10-4 auf 55-10~-4 gesunken. Die Inaktivierung betrug also 
21°). Bei friiheren Versuchen mit weniger reinen Saccharase- 
lésungen war eine so starke Inaktivierung nicht beobachtet 
worden. Die gréBere Empfindlichkeit dieses Praparates kann auf 
dem gréSeren Reinheitsgrad beruhen, méglicherweise aber auch 
auf einer vergiftenden Verunreinigung des angewandten Chloro- 
forms (Chloral?); die ,,Schiittelinaktivierung“ an sich ist gering. 
Da somit die Inaktivierung wihrend der Diffusion sicher vom 
Chloroform verursacht war, kann angenommen werden, daB in 
der untersten Schicht, welche sich die ganze Zeit in unmittel- 
barer Bertthrung mit dem Chloroform befand, die Inaktierung 
grbBer war, als in den oberen Schichten. Fiir die unterste 
Schicht war If zu 110 ermittelt worden, fiir die zweite Schicht 
mu 125, fiir die dritte (durch eine etwas weniger genaue Be- 
stimmung) zu 110, fiir die vierte konnte wegen des geringen 
Trockengewichtes If nicht mit hinreichender Genauigkeit er- 
mittelt werden. Auf Korrektionen, welche wegen der Inakti- 
vierung eventuell eingefiihrt werden kénnen, haben wir wegen 
der erheblichen Unsicherheit verzichtet, um so mehr, als die 
Korrektion, welche wegen einer eventuellen geringfiigigen Mi- 
schung der ersten und zweiten Schicht bei der Schichtung ein- 
gefiihrt werden mubBte, fiir die oberste Schicht, auf welche wir 
allein Riicksicht nehmen, in umgekehrter Richtung wirkt. Auch 
sind die beiden Korrektionen fiir diese Schicht ziemlich klein. 
Unsere neuen Diffusionsversuche zeigen also folgendes: 
Auch in ziemlich konzentrierten Saccharaselésungen von 
dem angewandten hohen Reinheitsgrad If = 200—220 haben 
wir keine Saccharase nachweisen kénnen, fiir welche ein klei- 
nerer M-Wert als rund 20000 anzunehmen ist. Der er- 
haltene Mittelwert 20000 kommt also mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit wirklich dem Saccharasekomplex zu, 
und zwar scheinen die vorliegenden Diffusionsversuche 
darauf hinzudeuten, daB dieser Saccharasekomplex 
in den untersuchten Lésungen in bezgl. der Disper- 
sitit ziemlich einheitlicher Form vorhanden war. 
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92 H. v. Euler, K. Josephson und K. Myrbick, 
Beilagen zu den Diffusionsversuchen. 
Nr Enzymmaterial Min. | Drehung | /- 10+ &+ 10° If 
y i 8 Mittel 
1 2eem Xila AKA 0 2,65 — 
17 0,64 | 211 
20 0,41 213 
24 0,14 | 218 217 220 
27 | —0,05 | 226 
2 | 0,15 ecem XIIa AKA | 10 0,89 | 294 
eingeengt 12 0,63 | 300 299 198 
15 0,33 | 302 
3 1eem XIIIa AK 21 0,75 | 156 
26 0,47 157 
31 0,19 | 163 161 158 
36 | —0,05 | 169 
4 0,15 eem XIIIa AK 6 0,84 510 
eingeengt, filtriert 8,5 0,26 | 562 542 168 
10 0,07 554 
5 Schicht 1. 1 cem 3,5 0,89 | 840 
4 0,65 | 888 
4,5 0,53 | 866 | 872 ms 
5 0,35 | 893 
6 Schicht 2. 1cem 6 0,90 | 486 
8 0,40 | 537 
9 0,26 | 531 526 — 
10 0,04 | 549 
7 Schicht 3. 1 cem 20 0,93 142 
25 0,52 | 157 156 ee 
30 0,18 | 169 
8 Schicht 4. 1 ecm 180 0,97 15,3 
240 0,50 | 16,6] 16,2 “ 
335 0,06 | 16,7 
9 Schicht 1. 1 ccm 2 1,04 |1300 
2,5 0,72 |1350 
3 0,42 11410 | 1380 110 
3,5 0,17 1460 
10 Schicht 2. 1 eem 3,5 1,10 | 703 
4 0,85 | 758 
4,5 0,70 | 759 155 125 
5 0,49 | 803 
11 Schicht 3. 1 ccm 10 1,30 }| 205 
12 1,00 | 224 
15 0,55 | 255 234 110 
18 0,33 | 252 
12 Schicht 4. lecem | 120 1,17 19,3 
150 0,80 | 21,0 
186 0,55 | 20,6] 20,5 | — 
241 0,17 | 21,2 
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2, Alkoholempfindlichkeit der Saccharase (K. Josephson). 


Die erste eingehende Untersuchung iiber die Empfindlich- 
keit des Invertins gegen Alkohol wurde von Hudson und 
Paine!) ausgeftihrt. Nach den Messungen dieser Autoren soll 
50°/,iger Alkohol die starkste Kinwirkung auf die Aktivitat 
besitzen, indem ein auBerordentlich scharfes Maximum der 
Enzymzerstorung bei diesem Alkoholgehalt auftritt. Alko- 
holische Lésungen unter 20°/, und tber 80°/, Athylalkohol 
zerstoren die Saccharase nicht merkbar. DaB starker Alkohol 
keine derartige EKinwirkung zeigt, kann méglicherweise darauf 
beruhen, daB er auf Invertin mit einem Saccharasegehalt, wie 
er bei der genannten Untersuchung zur Verwendung gekommen 
war, fallend wirkt. 

Willstatter und Racke’) geben in ihrer ersten Mit- 
teilung iiber Invertin einige Versuche iiber die Alkoholempfind- 
lichkeit der Saccharase bei verschiedenen Reinheitsgraden an. 
Die Versuche erstrecken sich indessen nur iiber ein Konzen- 
trationsgebiet bis zu 50°/, Alkohol und geben somit keinen 
Anhaltspunkt, wie die Alkoholempfindlichkeit sich bei héherem 
Alkoholgehalt und bei gesteigertem Reinheitsgrad verhilt. 

Fiir uns war gerade dieses letztere Gebiet von Wichtig- 
keit, mit Riicksicht auf Versuche, Alkohol einerseits als Fal- 
lungsmittel zur Darstellung von Saccharasetrockenpraparaten 
zu verwenden, andererseits als Medium bei Versuchen, che- 
mische Reaktionen mit dem aktiven Enzym anzustellen. 

Was die Zerstérung der Saccharase bei der Ausfallung mit 
Alkohol betrifft, so haben wir bereits an anderer Stelle einen 
Versuch mitgeteilt, welcher zeigte, daB bei der Ausfallung die 
Aktivitit ziemlich unbedeutend erniedrigt wurde. War die 
Konzentration der Enzymliésung so gering, daB keine Aus- 
fallung stattfand, so wurde die Aktivitit auch bei hdheren 
Alkoholkonzentrationen erheblich vermindert. 

Da die Aktivitét in den Inversionsmischungen in Gegen- 
wart von Alkohol bestimmt wurde, muB8ten die erhaltenen 





-) Hudson u. Paine, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, S. 1350 (1910). 
*) Willstitter u. Racke, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 425, S. 1 
und zwar §. 104 (1921). 
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Werte der Inversionskonstanten wegen der durch den Alkoho| 

verursachten Veranderung des Liésungsmittels korrigiert werden, 

Bei der Priifung des Kinflusses von Alkohol auf die Inversions. 

geschwindigkeit haben wir eine vollstandige Ubereinstimmung 

mit der von Hudson und Paine (a. a. VO.) ermittelten Kurvye 
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Fig. 1. 


gefunden. Das nachstehende Diagramm zeigt die erwihnte 
Kurve mit den von uns am Priparat XIIa AK (If = 140) er. 
haltenen Werten. 

ere ee ee 2 5 10 20% 

Rel. Inv. Geschw. . . . 100 82 72 56 35 

Bei diesen Versuchen kann die irreversible Zerstérung der 
Saccharase keinen HinfluB auf die Inversionsgeschwindigkeit 
gehabt haben, da, wie unten gezeigt wird, auch dieses Priiparat 
in Alkohol unter 20°/, nicht irreversibel inaktiviert wird, 
wenigstens nicht in einer so kurzen Zeit wie in der eines 
Inversionsversuches. 

Wir kénnen somit auch aus dieser Versuchsreihe den 
gleichen SchluB ziehen, wie aus den Diffusionsversuchen, nimlich 
da8 mit gréBter Wahrscheinlichkeit der Molekularzustand der 
Saccharase (mit dem ja wohl die Anderung der Inversions- 
fihigkeit bei Anderung des Liésungsmittels zusammenhingt! 
in dem von uns untersuchten Gebiet nicht merkbar vom Rei- 
heitsgrad beeinfluBt wird. 

Was die irreversible Zerstérung der Saccharase 
betrifft, so scheint dieselbe in gewissem Grade vom Reinheits- 
grade abzuhangen. Man kann ja auch erwarten, dab das 
Enzym, nachdem es von Schutzmitteln wie Hefegummi und 
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yon den aus der Hefe stammenden verunreinigenden Hiweib- 
stoffen befreit ist, ee andere Empfindlichkeit gegen organische 
Lisungsmittel (iiberhaupt andere physikalische Eigenschaften) 
besitzt als vorher. 


Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB 1 com der Enzym- 
lisung (XILa AK; If = 140) zu einer bestimmten Menge Al- 
kohol von bekannter Konzentration zugesetzt wurde. Nach 
Umschiitteln lie’ man die Mischung eine gewisse Zeit (30 Mi- 
nuten) stehen, wobei der Alkohol auf die Saccharase einwirkte 
‘Inkubationszeit). 


Nach Verlauf der Inkubationszeit wurde die Mischung in 
die gewohnliche Inversionslésung eingefiihrt und die Inversions- 
konstante wurde wie sonst gemessen. Wie bereits erwahnt, 
muB indessen diese so bestimmte Konstante korrigiert werden, 
wegen des verschiedenen Gehaltes von Alkohol bei den Inver- 
sionsbestimmungen. Dieses konnte unter Anwendung der oben 
mitgeteilten Kurve leicht geschehen. Die in den Tabellen unter 
k (korr.) angegebenen Werte sind auf eine Alkoholkonzen- 
tration = 0 in der Inversionsmischung reduziert. Da die Al- 
koholkonzentration in den Inversionsmischungen 15°/, nicht 
iiberstieg, braucht dagegen eine Korrektion wegen der fort- 
gesetzten Inaktivierung der Saccharase wihrend der Inversion 
nicht eingefiirt zu werden, vielmehr sind die unter & (korr.) 
angegebenen Werte als relative Maasse in den einzelnen Fallen 
durchaus vergleichbar. 


Die folgende Versuchsreihe wurde bei 19° ausgefiihrt: 


0), Alkohol . 0 20 40 £50 £60 80 ~}8 90%, 
oie. Cj Ct 100 85 60 44 39 40 31 
°/, Alkohoi bei 

Inversion. . 0 1,7 3,3 4,2 5,0 6,7 15°, 
k (korr.) . . 100 99 77 59 55 62 69 


Die nachstehende Fig. 2a verdeutlicht die Abhingigkeit 
der Inaktivierung von der Alkoholkonzentration. Wie aus den 
Fig. 2a und 2b ersichtlich, ist in unserer Versuchsreihe das 
Maximum der Zerstérung bei weitem nicht so stark ausgeprigt, 
wie Hudson und Paine angeben. Die Inaktivierung ist im 
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Gegenteil fir Alkoholkonzentrationen zwischen 50 und 80°) 
beinahe gleich groB.?) 

Eine zweite Versuchsreihe wurde bei 0° ausgefiihrt, um 
zu ermitteln, ob die Inaktivierung bei tieferen Temperature, 
bedeutend kleiner ist. Wa&ahrend der Inkubationszeit, welche 
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auch in diesem Fall 30 Minuten betrug, wurde die T'emperatur 
durch ein Schneebad auf 0° konstant gehalten. Dagegen 
wurden die Inversionsbestimmungen wie bei der vorhergehenden 
Versuchsreihe bei Zimmertemperatur ausgefihrt. 


[a 50 70 90 °/, 
ee et ee 53,5 58 38 
Alkohol bei der Inversion 0 4,2 5,8 15 °/, 
Oy. « «+s «eee 12 85 86 


Es war also auch bei dieser Temperatur die Inaktivierung 
in héheren Alkoholkonzentrationen erheblich. 

Bei allen diesen Versuchen war die Enzymlésung so ver- 
diinnt, daB eine Ausfallung der Saccharase nicht beobachtet 
werden konnte. In diesem Fall wirken somit auch héhere 
Alkoholkonzentrationen (20—90°/,) auf die Aktivitit 
stark erniedrigend. 





) Siehe hierzu auch die Besprechung des Alkoholeinflusses auf die 
Mutarotation in der Arbeit von Euler u. Elsa Erikson, Biochem. 
Zs. 139; 1923. 
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3, Uber die Temperaturstabilitat der Saccharase (K. Myrback). 


a) WaBrige Lésungen. 


Geht man von der Annahme aus, daf ein Enzymmolekiil 
beim Erhitzen in Wasser eine einfache Umlagerung erleidet, 
welche mit der Inaktivierung parallel geht, so ist zu erwarten, 
daB die Inaktivierung sich durch folgende Formel dar- 
stellen 1iBt: 


wo k, die Inversionskonstante der nicht erhitzten Saccharase- 
lésung bedeutet, 4, die Inversionskonstante der ¢ Minuten lang 
erhitzten Lésung. Die Inaktivierungskonstante wird nach 
einem friitheren Vorschlag des einen von uns mit k, bezeichnet.") 

Kntgegen friiheren Untersuchungen an verschiedenen En- 
zymen haben Kuler und Laurin (a. a. O.) festgestellt, daB £., 
wenn es bei optimaler Aciditit nach verschiedenen Zeiten be- 
rechnet wird, nicht konstant ist, sondern mit fortschreitender 
Zeit fallt. Ferner erwies sich &, abhingig von der Enzym- 
konzentration (d. h. £,). 

Um vergleichbare Resultate zu erhalten, wurden deshalb 
von Kuler zur Ermittlung von k, folgende Bedingungen vor- 
geschlagen: 

Erhitzungszeit 60 Minuten. Knzymkonzentration k, = 4-107 
(8 ¢ Rohrzucker; py = 4,5). Damit ist die Thermostabilitit 
einer Saccharaselésung annihernd bestimmt. 

Natiirlich ist es aber méglich, und trifft, wie wir sehen 
werden, auch zu, daB verschiedene Saccharaselésungen, welche 
z B. nach 60 Minuten langem Erhitzen iibereinstimmende 
Werte fiir &, geben*), eine ganz andere Temperaturstabilitat 
zeigen, wenn man den gesamten Verlauf der Inakti- 
vierung beriicksichtigt. Zunichst haben wir es fiir erforder- 


1) Siehe hierzu Euler, Chemie d. Enzyme, 2. Aufl., I. Teil, S. 173 ff. 
— Euler u. Laurin, Diese Zs. 108, 64, 1919. 

*) Es ist also mit Riicksicht auf die Bezeichnung k, besonders zu 
betonen, daB dieser Wert zuniichst nur fiir die festgelegten Bedingungen 
gilt. Fiir die Fille, in welchen die Konstanz von k, nicht weiter unter- 
sucht ist, kinnte man auch die Zeit die 1/,-Zerstérung angeben. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX. 7 
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lich gehalten, unsere reinsten Praiparate beziiglich der Thermo. 
stabilitit mit denjenigen zu vergleichen, welche von Laurin 
angewandt worden waren. GréBere Abweichungen waren nicht 
zu erwarten, da wir bereits friiher gezeigt hatten, daB ziemlich 
reine Sacharaselésungen (If = rund 70) etwa die gleiche Thermo- 
stabilitat besitzen, wie ungereinigte Lésungen.') Es kann auch 
gleich von vornherein mitgeteilt werden, da8 selbst mit noch weiter- 
gehend gereinigten Lésungen, sogar mit unserem besten gewonnenen 
Priparat (If = 240) keine bemerkenswerten Abweichungen von 
dem friiher gefundenen 4, festgestellt werden konnten. 

Was die Ursache der Abweichung von der monomole- 
kularen Formel der Temperaturinaktivierung betrifft, so kénnte 
man vermuten, da’, wenn wirklich 4, von dem Anfangswert h. 
abhingt, der Abfall der Inaktivierungskonstanten darauf be- 
ruht, daB unter der Inaktivierung die wirksamsten Teile der 
Saccharase zuerst angegriffen werden. Schon vor langerer 
Zeit ist in mehreren Arbeiten aus dem hiesigen Laboratorium 
darauf aufmerksam gemacht worden, daB die Wirksamkeit 
einer Enzymlésung von bestimmter Aktivitét sich zusammen- 
setzen kann aus der Wirksamkeit mehrerer verschiedener 
Modifikationen oder Derivate einer Saccharase, denen ver. 
schiedene If-Werte iiberhaupt verschiedene Eigenschaften und 
unter anderem auch verschiedene Thermostabilitit zukomnt. 
Gewisse Anhaltspunkte in dieser Richtung hatten Grenzwerte 
der Vergiftbarkeit von Saccharase ergeben’”), in anderen Fillen, 
wie z. B. hinsichtlich der Diffusionsgeschwindigkeit, ist bisher 
vergebens nach Verschiedenheiten aktiver Saccharasemolekiile 
gefahndet worden. 

Zu einer Beurteilung des Totalverlaufes der Inaktivierung 
der Saccharase in wiBriger Liésung war das vorliegende Zahlen- 
material noch zu gering und bedurfte einer Erginzung. 

Unsere Inversionsversuche sind ausgefiihrt mit 100 ccm 
10°/,iger Rohrzuckerlésung; die Aciditit py = 4,64 wurde 
durch Acetatpuffer konstant gehalten. 





1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. 115, 68, 1921. 
*) Euler u. Landergren, Biochem. Zs. Bd. 131, S. 386, (1922). — 
Euler u. Josephson, Diese Zs. 127, 19, 1923. 





vO 


M 



































Molekularzustand und die Stabilitit der Saccharase. 99 
0- Als Erhitzungstemperatur wurde 59° gewihlt; diese 
n Temperatur konnte in einem elektrisch geheizten Thermo- 
ht staten auf 0,05° beliebig lang konstant gehalten werden. Die 
sh Proben, welche unter ,,Erhitzungszeit 0“ angefiihrt werden, 
0- wurden der Liésung entnommen, nachdem diese 1—2 Minuten 
*h in den Thermostaten eingesenkt war und dessen Temperatur 
os angenommen hatte. Die Versuchszeiten sind von diesem Zeit- 
1 punkt an gerechnet. 
on 1. Enzym 8a AA. If = 55. 

— 1 ka : 

‘i —— ho ips k, = + log — Beilage 
k 0 168-107 — 1 
e= 60 89,4-10~4 45,8-10~4 2 
er 120 45,5-1074 47,3-10—* 3 
er 180 27,2-10—* 44,0-10—-* 4 
im 285 13,4-10~4 485-107 ¢ 5 
eit k, Mittel. . . — 46,4-10-* “hen 
n- 
er Bei obigem Versuch verliuft die Hitzeinaktivierung also 
" vollkommen monomolekular, und &, fallt der GréBenordnung 
nd nach mit den von Euler und Laurin und von Kuler und 
- Myrback bestimmten zusammen. 
rte 2. Enzym 7a AA. If = 55,7. 
an, : —— = —= 
er ae & = = log “ = . k, = + log ; Beilage 

0 137-104 — 6 
ng 32 714,3°1074 83,2-1074 1 
n- 60 57,0-10—4 64,6-10—4 8 

105 43,4-1074 47,6-10—4 9 
cm 122 39,1-10—4 44,7+10—4 10 
de 152 35,1-107¢ 39,0-10—4 11 

180 31,8-10—4 35,3-10—4 12 

225 25,5-10—4 32,4.10—* 13 
m 250 23,9-10-4 30,3-107¢ 14 

300 20,2-1074 27,8-1074 15 
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Im zweiten Versuch ist der Reaktionskoeffizient k, also bei 
weitem nicht konstant und fallt sehr schnell ab. Dazu ist zy 
bemerken, da8 die Enzymlésungen 7a AA und 8a AA den 
gleichen Reinheitsgrad besitzen, sich trotzdem aber hinsicht. 
lich der Thermostabilitiét sehr ungleich verhalten. Die Tat- 
sache, daB Liésungen von gleichem If sich beziiglich der 
Stabilitéat unterscheiden, ist auch in anderen Fillen beobachtet 
worden.?) 


Zuniachst fallt auf, da’ k, nicht gleichméBig sinkt, sondern 
im Anfang stark abfallt, um dann recht angenihert konstant 
zu bleiben. Diese oft wiederkehrende Tatsache bestiitigt den 
SchluB, da8 in solchen Enzymlésungen zwei Modifikationen 
(oder Gruppen von Modifikationen) vorhanden sind, von welchen 
die eine eine bedeutend gréBere Thermolabilitiit besitzt als 
die andere. Unter der Annahme, da® ein Teil der Enzyn- 
lésung (45°/,) stabiler ist (extrapoliert aus dem zweiten Teil 
der Kurve), laBt sich mit guter Anniherung der Verlauf der 
Inaktivierung berechnen, wenn wir annehmen, daB jede der 
beiden Saccharasen in einer monomolekularen Reaktion in- 
aktiviert wird. Die Werte fiir 4, werden dann: 








fiir 45°/, des Enzyms. .. . k,., = 16,4-10~ 
. Ss ~ Ke bs a eo ea 
Erhitzungsdauer | Experiment. Werte Berechnete 
Minuten der Aktivitit Werte 
0 137 137 
32 74,3 73,8 
60 57,0 56,2 
105 43,4 42,5 
122 39,1 39,2 
152 35,1 34,9 
180 31,8 31,4 
225 25,5 26,4 
250 23,9 23,1 
300 20,2 20,0 
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Die in der vorstehenden Tabelle zusammengestellten Werte 
der Aktivitit sind unter obiger Annahme berechnet worden 
und zeigen, wie ersichtlich, einen sehr befriedigenden AnschluB 
an die Beobachtung. 

Nach einiger Zeit wurde mit dem Enzym 7a AA eine 
dritte Versuchsreihe angestellt. 























Erhitzungsdauer oe a i ke , 
<iamton k= = log spe k. = _ log ; Beilage 
0 126-10~* — 16 
27 72,7+1074 88,5-1074 17 
70 45,1+10~4 63,8-107* 18 
177 25,2-1074 41,0-1074 19 











Die Ubereinstimmung mit der vorhergehenden Versuchs- 
reihe ist gut, ein Altern der Lésung hat also nicht beobachtet 
werden kénnen., 

Die folgende Versuchsreihe mit der Lésung 10a AKA 
ist bemerkenswert, weil sie mit der reinsten bisher erhaltenen 
Lésung angestellt wurde, deren If = 240 war; Minutenwert 
0,23 [15,5°). 








Erhitzungs- 1 1 k 
dauer k = — log sions ky’) k. = —log — Beilage 
Minuten c alii t ° Mh 

0 97-1074 0,406 _ 20 

33 58,5-1074 0,230 15+107¢ 21 

60 42,1-107* 0,172 62-10~* 22 

90 27,6-10~* 0,116 61-10~—* 23 

120 17,8-107* 0,080 59-107—* 24 

180 12,4- 164 0,050 51-107* 25 

240 6,9-10~* 0,029 48-1074 26 

305 5,2-1074 0,022 42-1074 27 














Auch in dieser Lisung fallt %,, jedoch nicht so stark wie 
in der vorhergehenden Versuchsreihe. Auch hier lassen sich 
die Beobachtungen gut an eine Berechnung anschlieBen, welche 





" ku bezeichnet (vgl. Euler u. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, S. 55, 
'1920]) die zuerst von Michaelis berechnete Reaktionskonstante. Wir 
haben gerechnet mit @ = 28,8 und b = 32. 
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die Gegenwart von zwei Saccharasen von verschiedener Stabilj- 
tat voraussetzt. 


Nachdem sich also herausgestellt hatte, daB, und zwar 
besonders in der Lésung 7a AA zwei Saccharasen von 
deutlich verschiedener Stabilitit existierten, wurde unter. 
sucht, ob zwischen diesen beiden Substanzen ein Gleichgewicht 
eintritt, so daB etwa die labile Form von der stabileren neu. 
gebildet wird, wenn sie aus der Lésung entfernt wird. Der 
Versuch wurde in folgender Weise angestellt: 


Durch einstiindige Erhitzung bei 59° wurde die labilere 
Form fast vollstandig zerstért, wihrend gleichzeitig nur einige 
Prozent der stabileren Form inaktiviert wurden. Die Enzyn- 
lésung wurde nun 15 Tage lang bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt. Hierauf wurde die Inaktivierungskonstante in gewohn- 
licher Weise untersucht. Eine Riickbildung der labilen Form ist 
somit, wie die letzte Spalte der folgenden Tabelle zeigt, nicht ein- 
getreten, sondern beide Formeln sind bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur und bei optimaler Aciditait gegenseitig nicht verschiebbar. 

















Erhitzungsdauer a. ae fa Dace 
Siete k= = bog <r Ire “<— log i, Beilag« 

0 27,9-1074 -_ 28 

37 27,1+10—4 a 29 

60 24,6-10~* 10-10—* 30 

115 21,9-1074 10-1074 31 











Die Affinitatskonstante der Saccharase in nicht erhitzter 
und in teilweise inaktivierter Losung. 


a) WaBrige Loésung. 

Es lag nahe zu vermuten, daB die beiden verschiedenen 
Saccharasen, welche durch ihr &, charakterisiert sind, auch 
eine verschiedene Affinitit zum Substrat besitzen und somit 
eine verschiedene Konstante 





K [Enzymsubstrat] 
M 


- [Enzym] x [Substrat| 
ergeben. Es war dies um so wahrscheinlicher, als eine Unter- 
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suchung verschiedener Saccharasen bereits zu verschiedenen 
Werten fiir Ky gefihrt hatte." 

Zu diesem Versuch wurde wieder die Enzymlésung 7a AA 
verwendet, bei welcher wegen des groBen Abfalls k, ein starker 
Effekt zu erwarten war. 

Erhitzung 60 Minuten auf 58,8°. 

Um zum Parallelversuch eine Lésung von angenahert 
sleicher Aktivitét zu erhalten, wurde von der teilweise in- 
aktivierten Lésung die doppelte Menge verwendet. 

In den folgenden Tabellen bedeutet [S] die Konzentration 
des Rohrzuckers. 

1. Nicht erhitzte Lésung. 








|S] Zeit Drehung k+10* k x [S] 7 
0,152 0 3,44 _~ 
5,5 2,15 129 
10,5 2,20 130 20 100 
15,0 1,74 132 
20,0 1,30 135 
0,062 0 1,41 nn 
4 1,00 263 
8,5 0,62 274 17 85 
12 0,40 275 
16 0,18 283 | 
0,031 0 0,73 _ 
4 0,40 443 
8 0,20 421 L 12.9 65 
12 0,06 410 
16 — 0,08 396 




















Zunichst ergibt sich aus den Tabellen S. 17 und 18, daB 
k x [8] fir die erhitzte und die nicht erhitzte Lésung innerhalb 
der Versuchsfehler iibereinstimmt. Es ist zur Beurteilung 
des Enzymmolekiils wohl bemerkenswert, da8 sich die Stabilitat 
erheblich Andern kann, ohne daB die Affinitat zum 
Substrat eine andere wird. 


1) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). — 
Euler u. Laurin, l.c. — Willstitter, Graser u. Kuhn, Diese Zs. 
123, 1, 1922. — Euler u. Myrback, Diese Zs. 124, 159, 1923. 
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Die niachstliegende Annahme wire wohl die, daB die 
Stabilitat durch eine andere Gruppe des Enzymmolekiils be. 
stimmt wird als die Affinitét.) Auch dies wirde darauf hin. 
deuten, daB die die Stabilitaét bestimmenden Gruppen der 
Saccharase proteinartiger Natur sind, da ja die Inaktivierung 
der Saccharase wie diejenige der Enzyme iiberhaupt an die 
Denaturierung der EiweiBkérper erinnert.”) 


2. Erhitzte Lésung. 














[ S] Zeit Drehung k-104 k x {|S} ct hea 
0,305 0 3,463) 
10 2,91 54, 
20 2,37 57,5 17,5 94 
30 1,93 57,6 
40 1,45 61,0 
0,152 0 3.46 sie 
5 2,85 120,0 
10 2,38 120,0 - 18,8 100 
15 1,80 126,5 
20 1,37 128,4 | | 
0,062 0 1,41 se 
4 1,04 235 
. 0,68 264 16,2 86 
12 0,42 267 
16 0,18 288 
0,031 0 0,71 a 
4 0,42 390 
8 0,20 412 - 12,6 67 
12 0,05 421 
16,5 —0,05 412 























1) Siehe hierzu die Besprechung der Enzymzerstérung bei Will- 
stitter, Graser u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 8. 1 u. zwar S. 56 (1922). 
Unsererseits méchten wir uns aber noch nicht der Auffassung anschlieBen, 
daB die substratbindende Gruppe der Saccharase einer vom ,,kolloiden 
Bestandteil‘ verschiedenen Komponente angehéren muB. 

2) Vgl. auch H. v. Euler u. Ulf v. Euler, Zs. f. anorg. Chem. 
Bd. 124, 8. 70 (1922). 

*) Bei dieser Beobachtung wurde eine 1 dcem-Réhre angewandt, 
sonst 2 dem-Réhren. 
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b) Ein Trockenpraparat von Saccharase. 


Es handelt sich hier um orientierende Versuche, welche 
angestellt wurden, um Anhaltspunkte zu gewinnen, unter 
welchen Bedingungen chemische Eingriffe in das Saccharase- 
molekiil unter Beibehaltung von dessen Aktivitat méglich sind, 
falls die Gegenwart von Wasser ausgeschlossen wird. 

Das hier angewandte Praparat war aus einer Loésung 
sewonnen, welche urspriinglich If = 56 zeigte. Wahrend 
der ungewOhnlich langdauernden Konzentration und Fallung mit 


| Alkohol und Trocknung sank If auf 38,0 (2,160 mg gaben 


k = 82-1074, Beil. 32). Das Praparat war in starkem Vakuum 
iiber P,O, vollstindig entwassert worden. 


1. Erhitzung an der Luft. 2,121 mg Priaparat (ab- 
vewogen auf der Mikrowage) wurden 1 Stunde lang auf 
einem Preglschen Trockenblock auf 110° erhitzt. Das 
Rohr war wahrend der ganzen Zeit mit einer Luftpumpe 
in Verbindung, welche einen Druck von 2,5 mm hielt. Das 
Vakuum war schon lange vor der Erhitzung angesetzt 
worden, so daf die Substanz von vornherein tatsachlich 
wasserfrei war. Nach der Erhitzung gab die Substanz 
i = 55,1 (Beil. 33). Hieraus If = 25,9. Es sind somit unter 
den gegebenen Umstinden 32°/, der Saccharase inaktiviert 


worden. 


ee es = 
k= ; log : 7 lags 71g * . 





2, Erhitzung unter Toluol. Erster Versuch. 1,567 mg 
Priparat 1 Stunde bei 79° unter Toluol erbitzt (Alkoholbad). 
Nach der Erhitzung 4 = 54,4-10~4 (Beil. 34). If = 34,9. So- 
mit 8°/, inaktiviert. 

Zweiter Versuch. 1,924 mg 1 Stunde auf 100° Hier- 
nach k = 51-10-4. If = 26,5 (Beil. 35). 

Dritter Versuch. 1,009 mg unter Toluol 1 Stunde bei 
111°. Hiernach & = 13,7. If = 13,6 (Beil. 35). 


Folgende Tabelle enthalt eine Zusammenfassung: 


Pest 





eee 
REL WS EB ORR PI BS IS IS TE SY 
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E. v. Euler, K. Josephson und K. Myrbick, 























‘Temperatur If °/) inaktiviert ke 

18—19° 38,0 0 — 
79° 34,9 8 6+1074 
100° 26,5 30 26°10~* 
111° 13,6 64 75+107¢ 


Die bei solchen Erhitzungen im wassertreien Lésungs. 
mittel erhaltenen Werte 4, sind natiirlich von Feuchtigkeits. 
spuren in auBerordentlich hohem MaB abhingig und deswegen 
auch nicht in gleichem Grad reproduzierbar wie entsprechende 
mit gelésten Enzymen erhaltene Zahlen. Immerhin geht aus 
der letzten Spalte der Tabelle deutlich hervor, wie sehr viel 
weniger die Inaktivierung der trockenen Priparate mit der 
Temperatur ansteigt, als die der gelésten. Zu einer einiger. 
maBen sicheren Berechnung von @Q nach der Formel 
eae 
1 


0,434 (7, — T,) 


log 





Ow 


reicht das Versuchsmateriai nicht aus; als angeniherter Wert 
mag 20000 angegeben werden; fir wiaBrige Liésung (opti- 
males py) betrigt Q nach Laurins Messungen 110000. 











Beilagen. 
g/ 22] 3 ti eee) s 
Nr. = | = = Nr. | = rs 
5 2 = is EF | 2 = 
= A | a a 
1 0 | 345 | — 5 63 | 2,70 | 12,2 
10 | 2,04 |157 | 465 150 | 1,74 | 18,8] 134 
25,6] 0,48 | 172 275 | 0,62 | 14,8 
31,4] 0,10 | 175,5 
6 12 | 2,09 |126 
2 10,1] 2,66 | 80,4] | 23 | 1,26 ]136 | 137 
31,0] 1,20 | 92,6 | 89,4 36 | 0,15 | 148 
52,11 0,28 | 95,2 
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Beobachtungen iiber die Behandlung der Acidose 
bei schwerem Diabetes mellitus. 


Von 


L. Krehl und H. Mezger. 


Aus der Medizinischen Klinik in Heidelberg. 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1923.) 


Auf unserer Klinik bemihten wir uns im letzten Jahre 
um die Behandlung der Acidose bei Kranken mit schwerem 
und mittelschwerem Diabetes. Auf der einen Seite steht die 
Tatsache, daB die Acidose ganz von selbst schwindet, sobald die 
Kranken einen zuckerfreien Harn haben (auch wenn der Blut- 
zucker erhéht ist). Das ist sogar die einzige Behandlungsart 
der Acidose, die wirklichen Erfolg verspricht: die Kranken 
zuckerfrei machen. 

GewiB ist es noch kein Zeichen von Heilung des Diabetes, 
wenn der Harn zuckerfrei ist. Denn, wie bekannt, gibt e 
Kranke, besonders sind das solche mit Arteriolosklerose und 
Hypertonie, die bei vélligem Freibleiben des Harns von Zucker 
und hoher bzw. unbegrenzter Assimilitationsgrenze fiir Kohle- 
hydrate hohen Blutzucker haben. Aber solche Kranke haben 
unseres Wissens nie Acidose. 

Auf der anderen Seite hiufen sich die Gefahren der Aci- 
dose, wenn es gilt, Kranke mit schwerem und mittelschwerem 
Diabetes in die Assimilationsgrenze zu bringen. Ein Teil der 
Kranken hat starke Acidosis, besonders sind das schwere Fille, 
die sich eine sehr reichliche Nahrungszufuhr angewoéhnt haben, 
mit viel Mehlspeisen und besonders mit viel Fleisch. Ein 
anderer Teil der Kranken bekommt mehr oder weniger 
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schwere Acidose, auch wenn man ihnen bei der iiblichen Diat 
9—3 Kier, 150—200 g Fleisch, Gemiise, Fett) die Kohle- 
hydrate langsam und vorsichtig entzieht. Die Darreichung 
yon Natrium bicarbonicum wendet dann zweifellos Gefahren 


'ab. Aber sie macht doch hiufig recht groBe Unannehmlich- 


keiten fir Magen und Darm, auch wenn man Natrium citricum 
zusetzt, weil fir die Gewinnung alkalischen Harns meist groBe 
Mengen Alkali erfordert werden. 

Von Hungertagen nach Naunyns Rat machten wir gern 


| Gebrauch. Ihre Weiterbildung in der Allenschen Kur kann 
| zweifellos von groBem Nutzen sein.) Aber die Kur ist hart 
' und macht jedenfalls bei unserer Bevélkerung, die nach alter 


deutscher Sitte auf Essen groBen Wert legt, Schwierigkeiten. 


' Grafes Carameltage erwiesen sich uns als groBen Fortschritt. 


Aber wir konnten sie lingstens 2 Tage durchfiihren, weil 
ohnehin leicht Durchfille eintreten. 

Schon lange lernten wir in voller Ubereinstimmung mit 
Naunyn, wie wichtig sowohl fir die Entzuckerung als auch 
fir die Bekiimpfung der Acidose die Beschrinkung der ge- 
samten Knergiezufuhr ist. Allmihlich gingen wir dazu iiber, 
die KiweiBmenge viel tiefer zu halten, als es die Schule lehrt.?) 
Gemiise und Fett schrinkten wir auf den Rat der danischen 
Kliniker ein. Vor allem aber lieBen wir dann das Kiwei8 in 
der Zufuhr (Hier, Fleisch, event. auch Milch) sofort ganz weg. 
Als wir das gelernt hatten, erfuhren wir durch die Giite un- 
seres Kollegen Petrén3), daB er das gleiche Verfahren schon 


 lingst ausgearbeitet hatte. Leider hatten wir seine Mitteilungen 
 tibersehen. In Wirklichkeit stellt also das, was wir beobachteten, 


nur eine Bestitigung und Ausarbeitung der Befunde Petréns dar. 
Kinschrinkung des Eiwei8umsatzes auf das kleinstmégliche 


= Ma hemmt trotz der Verminderung der Kohlehydratzufuhr 


die Acidose des Diabetikers so, da& wir jetzt stets wieder 
wagen, den Kranken sofort alle Kohlehydrate wegzunehmen. 
Anfangs waren wir noch scheu und haben bei 3 Kranken, 


') Vgl. Gorke, Arch. f. Verdauungskrankh. Bd. 29, S. 9. 
*) Vel. Krehl, Fortschritte der Medizin Bd. 40, Nr. 14/45 (1922). 
*) Petrén, Congr. inn. Med. 1922, S. 363. 
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110 L. Krehl und H. Mezger, 


wenn wir annehmen muBten, daB sie einen hohen Eiweijf. 
umsatz hatten, noch einen Tag kleine Kohlehydratmengey 
gegeben. Bei zweien von ihnen reichten wir aus Vorsicht 
auch noch kleine Mengen Natriumbicarbonat. Das alles ist 
aber nicht notwendig. Wir geben den Kranken jetzt sofort 
entweder 200 g caramelisierten Zucker und 100 g Weinbrand 
nach Grafes Methode oder wir geben ihnen 500 g Gemiise 
und 100 Fett, meist 50 g Speck und 50 ¢ Butter. Dazu noch 
Tee. Caramel erhalten sie nur fiir 2 Tage, Gemiise mit Fett, 
so lange, bis sie zuckerirei sind. Auf diese Weise werden die 
Kranken viel schneller zuckerfrei. Bei den Kranken, die Aci- 
dose hatten, wird diese nicht starker und sinkt bald bis auf 
kleine Werte, die sich dann allmahlich mindern und schlieBlich 
aufhéren. Bei den Kranken, die keine Acidose hatten, treten 
mittelgroBe Mengen beider Formen der Acetessigsiure und des 
Acetons auf, die Natriumnitroprussid- und die Eisenchlorid- 
probe werden schwach oder mittelstark positiv, vermindern sich 
dann, um bald zu verschwinden. Wir erreichen, daB die 
Kranken viel schneller zuckerfrei werden und, weil sie dabei 
niedrigen EiweiBumsatz haben, gewinnt die Acidose nie be- 
drohliche Werte oder verliert sie, wenn sie da waren. 

Der EiweiBumsatz, gemessen an der Stickstoffausscheidung, 
stellt sich bei diesen Diabetikern sowohl nach Darreichung von 
Caramel als auch Gemiisefettkost auf Werte ein, die den 
Werten des EiweiBminimums nahe kommen, wenn auch die 
tiefsten beobachteten Zahlen nicht erreicht werden. Unsere 
Stickstoffwerte lagen von 0,05 bis 0,15 g auf 1 Kilo Kérper- 
gewicht. 

Hiufiger gingen auch bei unseren Diabetikern die Stick- 
stoffwerte an den Carameltagen tiefer herab als an den Ge- 
miisefettagen und erreichten auch an den Carameltagen nicht 
die tiefsten Werte, die bei reiner Gewdhrung von Kohlehydrat 
itiberhaupt gefunden wurden. Zeller?) hat in Rubners Labo- 
ratorium bei reiner Kohlehydraternihrung aus eigener Beob- 
achtung und aus der Literatur Stickstoffminimumwerte von 





') H. Zeller, Arch. f. Physiol. (Rubner) S. 213 (1914). 
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0,03 bis 0,07 g pro Kilo Kérpergewicht gefunden. Dabei betrug 
aber bei mittlerem Kérpergewicht die gesamte Energiezufuhr 
92900 bis 3000 Cal und bei unseren Kranken wurden héchstens 
1100 Cal gegeben. Trotzdem erreichten wir doch verhiltnis- 


mibig tiefe Zahlen. 


Fir die Schitzung der Stickstoffzahlen, die an den Gemiise- 
fettagen gewonnen wurden, verglichen wir sie nicht mit Zellers 
und der Literatur reinen Fettversuchen, sondern mit den Beob- 
achtungen, bei denen '/, der Zufuhr aus Kohlehydraten und °/, 
aus Fett bestand, weil doch mit den Gemiisen Kohlehydrate 
gegeben werden, wenn auch deren Menge bei unserer geringen 
Kenntnis der Zusammensetzung der Gemiise vorerst nahezu 
unbekannt bleibt. In den Zellerschen Tabellen betragen die 
Stickstoffwerte bis 0,05 bis 0,06 pro Kilo wiederum bei einer 


'Energiezufuhr, die mindestens das Drei-, in einzelnen Ver- 
suchen fast das Vierfache der unseren Kranken gewihrten 


betrug. 

Unsere Beobachtungen konnten bis zum 1. Mai nicht ab- 
geschlossen werden. Sie sind eben am Kranken sehr schwierig 
anzustellen, weil selbst dann, wenn wir die Kranken unter 
bester Aufsicht isolierten bzw. in Zimmer mit Alarmschellen 
legten, Tiuschungsversuche nicht selten vorkamen. Immerhin 
liBt sich die ganze Kompliziertheit des Problems schon iiber- 
sehen, und es laBt sich von neuem darlegen, da der Stoff- 


; wechsel des Diabetikers unter besonderen Bedingungen steht. 


Alle unsere Kranken werden wihrend der Zeit der Unter- 


}suchung energetisch weit unter dem Bedarf ernaihrt. Trotzdem 
Fist, wie bekannt, die Verminderung des Kérpergewichts nur 
eine recht geringe, wobei allerdings die Schwankungen des 
| Wasserwechsels auBer Ansatz bleiben. Wahrscheinlich wegen 


des hohen Preises von Fleisch und Kiern kommen die Kranken 
bei uns jetzt in der Regel iiberhaupt mit niedrigem Eiweib- 
umsatz. Wohl deswegen werden die tiefsten Werte nach 
Gemiisefettkur oder nach Caramel oft schon in wenigen Tagen 
erreicht (im Gegensatz zu friiheren Beobachtungen). Die tiefsten 
Werte, zu denen wir gelangen, ergeben sich im allgemeinen 


;(nicht immer) leichter bei Caramel- als bei Fettgemiisekost.. 
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Das Stickstoffminimum, das der einzelne fiir je 1 Kil 
Kérpergewicht erreicht, ist bei dieser Form der Ernihrung 
sehr verschieden. Es hangt vom Kérpergewicht ab, ist hej 
hohem Koérpergewicht tiefer. Das erscheint verstandlich, weij 
dann das einzelne Kilo Kérpergewicht weniger EiweiB enthiilt, 
Aber auch bei ahnlichem Kérpergewicht fanden wir recht ver. 
schiedene Zahlen. Die Tabelle Zellers (S. 214) zeigt trot: 


ihnlicher Gewichte verschiedene Zahlen und bei eleichey 


Werten verschiedene Gewichte. Bisher wurde das Individuelle 
hier kaum beriicksichtigt, weil wir Entstehung und Bedingungey 
des Stoffminimums nicht kennen. Jedenfalls steht die Forschung 
iiber das EiweiBminimum ganz im Beginn; es ist vorerst nicht 
angingig, von einer bestimmten Zahl fiir diese Beziehungen 
zu sagen, sie sei normal. 

Werden die Kranken zuckerfrei, so férdert das die Tiefe 
der Stickstoffwerte, die erreicht werden. Die Beziehungen 
zwischen Zuckerausscheidung, Verminderung der Acidose und 
niedrigem Grade des EKiweifumsatzes erscheinen uns be. 
deutungsvoll hinsichtlich der interessanten Beobachtungen’ 
Ashers und Junkersdorfs tiber die Vorgiinge in der Leber. 
Auch Schmiedebergs letzte Darlegungen?) spielen hier herein: 
Offenbar sind die Beziehungen der Leberzelle fiir den Umsatz 
des Glykogens und den Stoffhaushalt des Eiweifes héchst nabe, 
Alles das gilt zunichst fiir den Diabetiker. Am Gesunden ist 
manches anders. Wir gedenken den Vergleich weiter fort- 
zusetzen. 





1) Junkersdorf, Pfliigers Arch. Bd. 192, S. 305. 
*) Schmiedeberg, Arch. f. exper. Pathol. Bd. 90, S. 1. 
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Uber die Gliederzahl des Ringes 2 im Cholesterin 
und in den Gallenséuren. 
Von 
A. Windaus, A. Rosenbach und Th. Riemann. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Laboratorium der Universitat Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3, Mai 1923.) 


Fir das Cholesterin ist zurzeit die Formel I die wahr- 
scheinlichste. 
I. CH, 


eg 
nt Om... 
fr C,H,,—CH—CH,—CH,—CH,—CH(CH,), 
| 


Oe CH, 
H,C C——_——_CH, 

2 oa 
H,C CH CH 


P Mia. 
CHOH CH 
Cholesterin 
Die Sechsgliedrigkeit des Ringes 1 steht sicher fest.) Auf 
IT. CH, III. CH, 


em 
HO Ul... a ee 


| > Os | | ©, Hog 
a: a uo COE... 


Pi : ial 
H.C C——-CH, H,C C——CO 
| | | | | | 
H.C CH CO H,C CH CH, 
Ba in il a Mle 
CH, OH, CH, NG, 
Cholestan-7-on Cholestan-8-on 





') Windaus u. Dalmer, Chem. Ber. Bd. 52, S. 162 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXX. 8 
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114 A. Windaus, A. Rosenbach und Th. Riemann, 


den Charakter des Ringes 2 als Fiinfring hat man zueys} 
daraus geschlossen, da die aus dem Cholestan-7-on (Formel Jj) 
oder dem Cholestan-8-on (Formel III) entstehende Dicarbon. 


IV. CH, 


Pet 
aa: oe 

| | Ci4Hig 
HC . 


ie ll 
H.C C——COOH 
H.C by COOH 
ie oii oll 
CH, OH, 

Sdure C,,H,,0, 
siure C,,H,,O, (Formel IV) beim Erhitzen mit Essigsiiure. 
anhydrid auf 250° ein Saureanhydrid und kein cyclisches 
Keton liefert; sie kann daher nach der Blancschen Zer-. 
setzungsregel') nur eine substituierte Bernsteinséure oder Glutar- 
siure sein. Da das Vorliegen einer Bernsteinsiiure aus anderen 
Griinden ausgeschlossen ist, bleibt nur die zweite Méglichkeit 
iibrig, und hieraus ergibt sich die Gliederzahl 5 fiir den Ring 2. 
Indessen sind iiber die Natur des Ringes 2 Zweifel iibrig 
geblieben. Wieland und seine Schiiler, die ahnliche Ver 
suche wie die oben erwahnten an Gallensiurederivaten an- 
gestellt haben, auBern sich dahin?), daB ein nur aus Sechs- 
ringen zusammengesetztes Ringsystem dem chemischen Empfinden 
viel natiirlicher und angemessener erscheine als das experimentell 
festgelegte Strukturbild mit dem eigentiimlich angefiigten Fiini- 
ring (s. Formel J). Auch Windaus*) hat Bedenken gegen 
diese Formel I geiiuBert; er hat wiederholt darauf hingewieser, 
daB man bei Konstitutionsbestimmungen mit Hilfe der Blanc- 
schen Regel bisweilen zu einander widersprechenden Ergeb- 
nissen gelange und da daher diese Regel nicht ausnahmslos 
zutreffen kénne. Als Beispiel fihrt Windaus an, daf der 
weitere Abbau des Cholesterins iiber eine Reihe von Zwischen- 





1) C. vr. Bd. 144, S. 1356 (1907). 

2) Diese Zs. Bd. 114, S. 175 (1921). 

8) Nachrichten K. Gesellschaft d. Wissenschaften zu Gdttingen 
1919, S. 251. 
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produkten (Formel V—IX) zu einer Tricarbonsiiure C,,H,,0,') 
(Formel X) gefiihrt habe, die bei der thermischen Zersetzung 


V. CH, 
HC OH... 
| | C,Hes 
HC CH... 


Pl ui ; 
n6060lCUG 
| | 
HOOC = COC CH, 
HOOG CH 


Siure C,,H,,0, 
VIL. CH, 
Pa 
H,C | 
| | C,,H,s 
HC Of... 
a al 
H,C C——CH, 
| | | 
HOOC CO CO 
BA SR 
HOOC HOOC 
Siiure C,,H,,O, 


IX, CH, 


| 
HC)30 CH... | 
Pie 
H.C  G—cooH 


ee 
CO—CH, 
Siure C,,H,,0, 


247-40 


VI. OH, 
Mo 
H.C OH... 
| | C.F. 
HC CH...$ 
ae tg 
H,6 G—oH, 
| | | 
HOOC C CO 
ge 
HOOC CH 
Sadure C,,H,,0; 


VIII. CH, 
Pa 
H.C CH. 
| | 
HC ae 
Ft 
H,¢6 G——CH, 


| | | 
HOOC COOH COOH 
Siiure C,,H,,0, 
X. CH, 
Fi 
HO) | OUCH... 
| C,H, 
HC San 
oe Oe 
HOOC C——-- CH, 
| | 
COOH COOH 
Siure C,,H,,0, 


in eine Ketosiure C,,H,,0, iibergeht und daher nach der 
Blaneschen Regel 2 Carboxylgruppen in 1,6- oder 1,7-Stellung 
enthalten sollte. Eine Formel mit dieser Stellung der Carboxyl- 
gruppen laBt sich aber nicht ableiten aus einer Cholesterin- 


| tormel (I), in der Ring 2 ein Fiinfring ist, sondern nur aus 
» einer solchen, in der Ring 2 mindestens sechsgliedrig ist. So 


wiirde ein Cholesterin von der Formel Ia eine Tricarbonsiaure 


» ©.,H,,0, von der Formel Xa oder Xb liefern: 
eee 


') Chem. Ber. Bd. 45, S. 1319 (1912). 
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la. CH, 
a Se ee Xa CH, 
HO CH a6 ee. 
a ae ; | | 
HO 0 6CH SOG, HC CH 
| | | ii ti 
H.C CH CH HOOG)§=6Ch = OCH, 
ig ee aaa | | 
CHOH CH COOH COOH 


Pe 
H,@ 0H... C,H, 
HO OOH 


“" 
HO Wa COOH 


| | 
HOOC COOH 


Entweder ist also Ring 2 kein Fiinfring, dann hat die 
Blancsche Regel bei der Dicarbonséure C,,H,,0, (Formel lV 
versagt, und es ergibt sich, daB auch Adipinsiuren unter den 
Bedingungen der Blancschen Reaktion Sdureanhydride geben 
kénnen; oder Ring 2 ist doch ein Fiinfring, und es stellt sich 
heraus, daB auch substituierte Bernsteinsiuren oder Glutar- 
siuren unter den Bedingungen der Blancschen Reaktioun 
cyclische Ketone bilden kénnen, die dann einen drei- oder vier- 
gliedrigen Ring enthalten wiirden. Welche dieser beiden 
Méglichkeiten mehr Wahrscheinlichkeit besitzt, haben Windaus 
und seine Mitarbeiter dadurch zu entscheiden gesucht, daf sie 
eine Reihe von Dicarbonsiuren bekannter Struktur der thei- 
mischen Zersetzung unterworfen haben’); sie sind hierbei aber 
auf keine Abweichungen von der Blancschen Regel gestole. 
Das Verhalten von Tricarbonsiuren bleibt noch zu priifen. 

Die Frage ist also noch unentschieden und bedarf weiterer 
experimenteller Klirung. Wir haben darum die Untersuchung 
der aus der Tricarbonsiure C,,H,,O, (Formel X) entstehenden 
Brenzsiure C,,H,,0, wieder aufgenommen und haben ws 
bemiitht einen Kinblick in ihre Konstitution zu gewinnen. Die 
Siure C,,H,,O, ist gesittigt, sie wird weder von alkalischer 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 91 (1923). 
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Kaliumpermanganatlésung in der Kialte oxydiert noch addiert 
sie Wasserstoff bei Anwesenheit von kolloidalem Palladium. 
Bei vorsichtiger Oxydation mit konzentrierter Salpetersiure 
liefert sie eine Tricarbonsiéure C,,H,.O0,, sie muB also eine 
cyclisch gebundene —CO—CH,-Gruppe enthalten. Nimmt man 
fiir die Siure C,,H,,O, die Formel X an, die sich von der 
Cholesterinformel [ ableitet, kann der Brenzsiure C,,H,,O, 
eines der Strukturbilder XI, XII oder XIII zukommen. 





XI. CH, XIL. CH, 
P ie | itis 
HC OH... H,6¢ 86 UH... 
| | C, Ho. | | Cy Hy, 
HC 86 OH... | : HC CH... | : 
il ie al . 
Go—C—CH, / S—COOH 
| | 
COOH CO—CH, 
XIII. CH, 


Ya 
ue C8... 
4 | Ct 
HC i : 
Pi i 
HOOC C 
ae ie 
6o— cH, 


Von diesen Formeln ist XI ausgeschlossen, da sie keine 
—CO—CH,-Gruppe enthalt. Die Formeln XII und XIII sind 
von vornherein beide méglich. Von ihnen ist die Formel XII 
viel dhnlicher der Formel IX der Brenzsiiure C,,H,,O, als die 
Formel XIII; denn Siuren von der Formel IX und XII ent- 
halten die Carboxylgruppen an derselben Stelle des Molekiils, 
wihrend in einer Saéure von der Formel XIII die Carboxyl- 
gruppe an einem andern Kohlenstoffatom haftet. Besitzen nun 
die beiden Brenzsiiuren C,,H,,O, und C,,H,,0, einen sehr 
ihnlichen Bau, wie er durch die Formeln IX und XII wieder- 
gegeben wird, werden ihre Ester vermutlich eine ahnliche Ver- 
sellungsgeschwindigkeit zeigen. Besitzen die beiden Siuren 
einen verschiedenen Bau, wie er durch die Formeln IX und 
XIII dargestellt wird, werden ihre Ester verschieden rasch 
verseifbar sein, und zwar wird vermutlich der Ester der 
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Saure XIII viel leichter verseifbar sein als derjenige dey 
Saure IX. Der Versuch hat tatsichlich in diesem letzterey 
Sinne entschieden und so einen Anhaltspunkt fiir die Formel XI] 
der Brenzsiure C,,H,,O, geboten. 

Fiir die durch Oxydation der Brenzsiure gebildete Siure 
C,,H,,0, kommt man zu derselben Formel XIV, sowohl von 
der Formel XII wie XIII. 


XIV. CH, XV. CH, 
H,C oa . H,U ee | 
| | - Cy Hye | | C,,H,. 
HC OH... | HC CH...J : 
HOOC —COOH HOOC CH 
| | 
COOH COOH 
Siiure C,,H,,0, Siiure C,,H,,0, 


Nach dieser Formel ist die Saure C,,H,,O, eine sub- 
stituierte Malonsiure und sollte daher leicht Kohlendioxyd 
abspalten. Der Versuch hat diese Voraussage bestiatigt. Wird 
die Siure C,,H,,0, in essigsaurer Lésung mit verdiinnter Salz- 
siure gekocht, spaltet sie ein Mol. Kohlendioxyd ab und liefert 
eine Dicarbonsiure C,,H,.0O,, der die Formel XV zukommt. 
Diese Siure ist nach unserer Formulierung eine substituierte 
Bernsteinsiure und verhalt sich auch so, da sie bei der 
Destillation im Vakuum ein prachtvoll krystallisierendes An- 
hydrid gibt; Ring 1 und 2 des Cholesterins sind hier zu zwei 
Carboxylgruppen abgebaut. 

Die aus der Cholesterinformel I abgeleiteten Strukturbilder 
fiir die neu erhaltenen Verbindungen geben also ihr chemisches 
Verhalten vorziiglich wieder. Dagegen versagt die Cholesterin- 
formel Ia, in der Ring 2 ein Sechsring ist, durchaus, da es 
nicht méglich ist bei Verwendung dieser Formel die Siure 
C,,H,,O, als substituierte Malonsiure zu formulieren; man 
miBte ihr vielmehr die Formel XIV a zuschreiben, die ihrem 
Verhalten nicht entspricht. 

Ks folgt also aus unseren Versuchen, daB der Ring 2 im 
Cholesterin ein Fiinfring ist. Bemerkenswert ist der Befund, 
daB die Tricarbonsiure C,,H,,O, (Formel X) sich der Blanc- 
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XVI. CH, 
ln 
xIVa CH, H.C 868... 
le | | OAs 
HAC OH... CHa HC CH... | 
Pt 
= = H,6 G—COoOoH 
Hoog)}=©6 SHH_—s«C« COOH \. on, 
| Maal 
COOH GH, 


Siiure C,,H,,0, 


schen Regel nicht fiigt und bei der thermischen Spaltung ein 
Cyclo-propanon-Derivat bildet. Wir wollen ahnlich gebaute 
Saiuren auf ihr Verhalten priifen. 

AuBer den eben erwahnten Versuchen haben wir noch 
einige andere weniger wichtige durchgefihrt, die die ersten 
Ergebnisse bestatigt haben. So haben wir die Brenzsdure 
C,,H,,O, (Hormel 1X) durch Reduktion nach Clemmensen in 
die Siure C,,H,,O, (Formel XVI) verwandelt und haben nach 
der Methode Hell-Volhard-Zelinsky gepriift, ob das die 
Carboxylgruppe tragende Kohlenstoffatom noch Wasserstoff ent- 
halte. Der Versuch ist entsprechend unseren Erwartungen 
negativ ausgefallen, was auch mit der sehr schwierigen Ver- 
seifbarkeit der Ester der Saiure iibereinstimmt. 

Ferner haben wir aus der Brenzsaéure C,,H,,O, den 


Methylester (Formel XVII) bereitet und ihn zum Mono-methyl- 
ester der Tricarbonsiure C,,H,,O, oxydiert. Dieser Mono- 


24 "140 
methylester (Hormel XVIII) spaltet nun bei der thermischen 
XVII. CH, XVIII. CH, 
Pt Pe 
HC UH...) HG | OUOR... 
| | C14 Ho, | | C, Ho, 
HC CH... J HC CH... 
Fi > i a 
a HOO) =G 
H,6 GOOCH, CH, GOOCH, CH, 
ts Cae ot 
CO COOH 


Zersetzung ein Mol. Kohlendioxyd und ein Mol. Methylalkohol 
ab und liefert die schon bekannte Brenzsiure C,,H,.O, 
‘Formel XIII). Das weist darauf hin, daB es das veresterte 
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Carboxyl ist, das sich an der RingschlieBung beteiligt und dic 
Carbonylgruppe des Cyclopropanderivats bildet. Auch das 
stimmt mit den auf anderem Wege erhaltenen Ergebnissen. 


Beschreibung der Versuche. 


Der Abbau des Cholesterins C,,H,,O (I) bis zur Siure 
C,,H,,03 (XIII) verliuft iiber die Zwischenprodukte V—X und 
ist in den wesentlichen Ziigen nach den friiheren Vorschriften 
durchgefiihrt worden. Bei der sehr hiufigen Wiederholung 
dieser Versuche sind viele Kilogramm Cholesterin verarbeitet 
worden und eine Anzahl von Verbesserungen der Methodik 
aufgefunden worden, die in den Dissertationen von A. Rosen- 
bach und Th. Riemann niedergelegt sind. Aber auch jetzt 
ist die Saure C,,H,,O, nur sehr schwer zugiinglich, wie sich 
aus folgenden Angaben iiber die Ausbeute ergibt: 

100 g Cholesterin liefern 

50 g Siure C,,H,,0, (V), 16 g Siure C,,H,,0, (VII), 
9g » CysHyO, (VIID, 4g ., CoH O03 (1X), 
28 5, CogHyoOg (X), 0,88 4,  CysHsgO, (XID), 

Der Aufwand an Arbeit, um diese kleine Menge Siiure 

C,,H,,0, zu gewinnen, ist dabei sehr betriachtlich. 


Saiure C,,H,,O0, (XIII). 
Die Siure C,,H,,0, ist frither durch Destillation der 


Saure C,,H,,0, ia Felann bereitet worden. Wie wir in- 
zwischen gefunden haben, ist es vorteilhaft auf die Destillation 
zu verzichten und die Siure C,,H,,O, nur eine halbe Stunde 
auf 215° zu erhitzen; sie spaltet dann genau ein Mol. Kohlen- 
dioxyd ab und liefert die Sture C,,H,,0, in besserer Aus- 


beute als nach dem alten Verfahren. 


Saiure C,,H,,0, (VIV). 

0,6 g der Siure C,,H,,0, lést man auf dem Wasserbade 
in 6 ccm EHisessig und fiigt 12 com konz. Salpetersiure 14 hinzu. 
Auf Zusatz von Salpetersiure fallt das Ausgangsmaterial wieder 
in Krystallen aus, geht aber beim Erwarmen zunichst in ein 
Ol iiber und dann bei 70° allmahlich in Lésung; bei dieser 
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Temperatur wird die Liésung etwa eine Stunde gehalten; 
schon vorher nach etwa 25 Minuten, hat die Abscheidung 
des Oxydationsproduktes begonnen. Nach dem Erkalten der 
Mischung wird die schwach rosa gefirbte Siure C,,H,,0, ab- 
filtriert, ausgewaschen und getrocknet; zur Entfernung der 
firbenden Verunreinigungen wascht man die Sdaure mit einem 
Gemisch gleicher Volumina Ather und Petroliither und krystalli- 
siert sie dann aus wenig KHisessig um; sie schmilzt dann je 
nach der Raschheit des Erhitzens zwischen 180—185°; der 
unscharfe Schmelzpunkt ist dadurch bedingt, daB die Sdure 
schon unterhalb ihres Schmelzpunktes Kohlendioxyd abzuspalten 
beginnt. 
3,427 mg Substanz gaben 8,481 mg CO, und 2,941 mg H,0. 


3,337 ,, ” ” 8,250 ,, ” », 2,920 ,, 3? 
(,,H,,0, Ber. 67,32 °/, C 9,27 °/, H 
Gef. 67,51 ,, C 9,60 ,, H 
67,27 ,, C 9,50 ,, H. 
0,0311 g Substanz verbrauchten 2,15 eem n/10 Lauge. 
0,0679 g 99 99 ie --% " ‘ 


C.,Hyg0, (dreibasisch) Aquivalentgewicht Ber. 137 Gef. 145, 147. 
Trimethylester der Tricarbonsiure U,,H,,0,: 0,01 g 
Tricarbonsiiure wurde in Ather gelést und mit itherischer 
Diazomethanlésung versetzt. Nach Beendigung der Stickstoff- 
entwicklung wurde der Ather abdestilliert und der hinter- 
bleibende Riickstand aus Methylalkohal umkrystallisiert. Der 
so erhaltene neutrale Ester krystallisiert in schénen Nadeln 
und schmilzt bei 74°. 
Thermische Zersetzung der Tricarbonsaure: 0,1857 g 
Substanz wurden im langsamem Wasserstoffatom 17/, Stunde 
auf 170° erhitzt; hierbei spalteten sich 0,0205 g CO, und 
0,0075 g H,O ab. 
Ber. fiir 1 Mol. CO, 10,729, fiir 1 Mol. Wasser 4,03°/, 
Gef. ,, » 10,04 si as - 4,38 
Ferner wurde eine Lésung von 0,4706 g ‘Tricarbonsdure 
in 20 com Hisessig und 10 ccm 2n-Salzsiiure im Wasserstoff- 
strom zwei Stunden unter RiickfluB gekocht; die abgespaltene 
Menge Kohlendioxyd betrug 0,0554 g, wihrend sich fiir 1 Mol. 
CO, 0,0505 g berechnet. 
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Siure C,,H,,0, (XV), 


Zur Darstellung der Dicarbonsiure C,,H,,0, verfuhren wir 
ebenso wie bei der Kohlendioxydabspaltung aus der Siure 
C,,H,,0,- Die nach der Zersetzung der Tricarbonsiure hinter- 
bleibende essigsaure und salzsaure Loésung schied nach dem 
EXrkalten eine schwer filtrierbare gallertartige Masse ab; diese 
wurde abfiltriert, getrocknet und wiederholt aus wenig Hisessig 
umkrystallisiert; man erhalt dann Nadeln, die bei 210° 


schmelzen, und aus der Dicarbonsdure bestehen. 


0,0868 g Substanz verbrauchten 4,45 cem n/,, Natronlauge. 
O.,H,,0, (zweibasisch) Aquivalentgewicht Ber. 183 Gef. 194. 


AnhydridC,,H,,0,: Wahrend die Dicarbonsiure C,, H,.0, 
dazu neigt, sich gallertartig abzuscheiden, krystallisiert ihr 
Anhydrid ausgezeichnet, es entsteht leicht beim Erwirmen 
der Dicarbonsiure mit wenig Essigsiureanhydrid und scheidet 
sich beim Erkalten der Lésung in prachtvollen Blattchen aus, 
die bei 124° schmelzen. Das Anhydrid liBt sich aus verdiinntem 
Alkohol oder verdiinnter Essigsiure umkrystallisieren; beim 
Kochen mit Kisessig und verdiinnter Salzsiure wird es dagegen 
zu Dicarbonsiure aufgespalten. Im Vakuum destilliert es 


unzersetzt iiber. 


3,733 mg Substanz gaben 10,422 mg CO, und 3,48 mg H,0. 
C,.H,,0, Ber. 75,81, C 10,42 °/, H 
Gef. 76,16 ,, 10,48 ,, 


Methylester der Saure C,,H,,O, (XVII). 


24°40 

Kine iitherische Lésung von 1g Siure C,,H,,O, wurde 
mit einer itherischen Diazomethanlésung versetzt. Nachdem 
die Stickstoffentwicklung zu Ende war, wurde der Ather und 
das iiberschiissige Diazomethan abdestilliert, der Riickstand 
wurde in wenig Ather gelést uud mit Methylalkohol vermischt; 
der gebildete Methylester fiel zunichst dlig aus, erstarrte 
aber allmahlich krystallin; er wurde dann abfiltriert, mehrmals 
aus Methylalkohol umkrystallisiert und so in schénen Nadeln 


vom Schmelzp. 65° erhalten; es ist leicht léslich in Ather, 
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Petrolither, Aceton und Benzol, schwer léslich in kaltem Athyl- 
alkohol und Methylalkohol. 
0,0949 g Substanz gaben 0,2674 g CO, und 0,0923 H,O. 


(5H 205 Ber. 76,85 C 10,80 H. 
Gef. 76,96 ,, 10,76 ,, 


Methylester der Saure C,,H,.O, (Formel der Siure XIII). 


Der Ester wurde genau so dargestellt wie der vorige; er 4 
krystallisiert in derben rhombischen Tafeln vom Schmelzp. 70°. | 
Gegeniiber Lésungsmitteln verhilt es sich ahnlich wie der Ester 


der Siure C,,H,,O 


403" 
4,238 mg Substanz gaben 11,735 mg CO, und 3,92 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. 173,93 °%, C 10,30 °/, H + 
Gef. 73,93 __,, 1026 «6; eae 


Vergleich der Verseifungsgeschwindigkeit der 

beiden Ester. 

0,4700 g Methylester C,,H,,O, wurden mit 30,98 ccm a 
n/l-methylalkoholischer Kalilauge iibergossen, die Lésung wurde 
4 Stunden auf dem Wasserbad gekocht. Hierbei wurden 0,26 ccm 
n/i-Kalilauge verbraucht, wahrend fiir die vollstindige Ver- 
seifung 1,32 ccm notwendig sind. Aus der alkoholischen Lésung ut 
wurden 79°/, des Esters unverseift zuriickgewonnen; der Ester ie j 
ist also sehr schwer verseifbar. 7 

0,4935 g Methylester C,,H,,O, verbrauchten unter genau Es 
denselben Versuchsbedingungen 1,36 ccm n/1-Kalilauge, waihrend Bi tt 
sich 1,82 com berechnen. Wie die Untersuchung ergab, war 
der Ester vollstiindig verseift; er ist also viel leichter verseif bar 4 
als der Ester C,,H,,0g. ae: : 
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Oxydation des Methylesters C,,H,,O, (XVII) mit 
Chromsaureanhydrid. 





0,4 g Ester C,.H,,O, in 50 ccm Kisessig wurden mit 0,8 g Tet 
Chromsiureanhydrid in 2 ccm Wasser 8 Stunden auf 75° er- ai 
warmt. Nach dem Stehen iiber Nacht wurde die Lésung mit , 
elnigen cem wiBriger Natriumbisulfitlisung und viel Wasser 
versetzt und mehrmals ausgeithert; die atherische Loésung ; 
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wurde mit verdiinnter Kalilauge ausgeschiittelt, sie hinterlies 
dann beim Eindunsten eine kleine Menge des unverindertey 
Esters. Die alkalische Liésung, die die sauren Reaktions. 
produkte als Kalisalze enthalten muBte, wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert; die ausfallenden Siuren wurden mit 
Ather aufgenommen und nach dem Verdunsten des Athers aus 
Essigsiure umkrystallisiert. Die so erhaltenen Krystalle sind 
leicht léslich in Benzol und Aceton, ziemlich schwer ldslich in 
kaltem Alkohol und EKisessig, sehr wenig léslich in Petrolither: 
der Schmelzpunkt liegt bei 189°, Ausbeute 45°/, d. Th. 

Wie Analyse und Titration ergeben, handelt es sich um 
den Monomethylester der ‘Tricarbonsiure C,,H,,0. 
(Formel XVIII). 


0,0855 g Substanz gaben 0,2096 g CO, und 0,0706 g H,0. 
C,H 4.0, Ber. 68,49 °/, C 9,59°/, H 
Gef. 68,37 _,, 939, 
0,0854 g Substanz verbrauchten 4,0 ccm n/10-Kalilauge. 
C,;H,,0, (zweibasisch) Aquivalentgewicht Ber. 207 Gef. 213 


Bemerkenswert ist es, daB die Monomethylester-siiure 
C,.H,,O, bei der Destillation im Hochvakuum dieselbe Siure 
C,,H,,0, (XIID) liefert, die aus der Tricarbonsiure C,,H,,0, (X 
gebildet wird. Die Ausbeute war allerdings ziemlich schlecht, 
etwa 25°/, d. Th. 

Die Siure C,,H,,0, wurde durch ihr Semicarbazon vom 
Schmelzp. 226° identifiziert. 


Saiure C,,H,,0O, (XVIII). 


2g Siure C,,H,,O, (IX) vom Schmelzp. 147° wurden in 
Kisessig gelést, die Lésung wurde mit Zinkamalgam und mit 
konzentrierter Salzsiure versetzt und 10 Stunden unter Riick- 
fiuB gekocht. Beim Erkalten schied sich die Hauptmenge des 
Reduktionsprodukts krystallisiert ab; es wurde abgesaugt und 
aus Hisessig umkrystallisiert; die so erhaltenen Blattchen 
schmolzen bei 156° und waren sehr leicht in Ather und in 


Petrolither léslich. 
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Dieselbe Siure C,,H,,0, erhalt man auch, wenn man das 
seinerzeit bei der Oxydation von C,,H,,O, erhaltene Lacton 
(,,H,,9,') nach Clemmensens Methode behandelt. 


0,1072 g Substanz gaben 0,3117 g CO, und 0,1091 g H,0O. 
C,,H,,0, Ber. 179,58 °/, C 11,34 °/, H 
Gef. 79,31 ,, 11,34 


Der Methylester der Saure, mittels atherischer Diazo- 
methanlésung bereitet, schmilzt bei 56°, er krystallisiert in 
perlmutterglinzenden Blattchen und ist in den meisten 
organischen Lésungsmitteln leicht léslich, schwer léslich ist er 
in kaltem Methylalkohol. 


0,0786 g Substanz gaben 0,2298 g CO, und 0,0804 g H,0. 


C..H,,0. Ber. 179,63°/, C 11,49), H 
Gef. 79,92 _,, 11,51, 


Beim Behandeln der Séure C,,H,,O, mit Phosphor und 
Brom wurde nur das Siaurebromid gebildet; nach dem Ver- 
seifen des Reaktionsproduktes wurde nur die Ausgangssiure 
C,,H,,0, zuriickerhalten. 


Der Firma J. D. Riedel, Berlin-Britz, danken wir bestens 
fiir die Uberlassung mehrerer kg Cholesterin. 


*) Chem. Ber. Bd. 45, S. 2421 (1912). 
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Uber die Bestimmung des schidlichen Raums 
der Atmungswege mit Hilfe von Atherdaimpfen. 
Von 
Yandell Henderson und Howard W. Haggard. 


(Aus dem Laboratorium f. Angewandte Physiologie der Yale-Universitat 
New Haven, Connecticut.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1923.) 


Der schidliche Raum ist ein Begriff, der eine wichtige 
Rolle spielt bei den Problemen der Atmung und einen wichtigen 
FWaktor darstellt bei vielen Berechnungen iiber die wahre 
AtemgréBe, iiber den Blutumlauf durch die Lungen und andere 
damit zusammenhingende Funktionen. 

Es gibt zwei vollkommen verschiedene Begriffe des schiid- 
lichen Raums, die dementsprechend zu unterscheiden sind nach 
ihrer GréBe, nach ihren Abweichungen und nach ihrer Be- 
deutung. Der eine ist in der Hauptsache ein anatomischer 
Begriff, ist aber physiologisch nicht zu brauchen und wenig 
wichtig. Der andere ist ein funktioneller Begriff und bedeutet 
mehr eine zweckmiéBige und notwendige Abstraktion als eine 
riumliche Wirklichkeit. 

Kin Teil der eingeatmeten Luft erreicht die Lungen nicht 
und kann daher nicht teilnehmen am Gaswechsel des Blutes. 
Der letzte Teil jedes Atemzuges erfillt nur die Nase, den 
Mund, den Pharynx, die Trachea, die Bronchien und die 
engeren Luftwege. Eine kleine, aber abschitzbare Menge von 
CO, diffundiert von den Wandungen dieser Wege in die Luft, 
aber weit weniger als in den Lungen, und die Diffusion von 
Sauerstoff ist ganz unbedeutend. Das Gesamtvolum dieses 
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anatomischen schidlichen Raums wurde von Léwy an der 
Leiche bestimmt durch AusgieBen der Luftwege vom Mund 
his zu den Bronchiolen mit Gips. So wurde ein Volumen 
von 140 ccm festgestellt. 

Die Lungenventilation oder die wahre Atemgroéfe ist die- 
ienige Menge Luft, die in die Lungen selbst eintritt und sie 
wieder verlaBt. Es war natiirlich zu erwarten, daB die Zu- 
sammensetzung der Lungenluft (der Prozentgehalt und die 
Spannung der Alveolargase) aus der Menge und Zusammen- 
setzung der ausgeatmeten Luft berechnet werden kann, unter 
der Annahme, daB die Ausatmungsluft durch eine gewisse 
Menge atmosphirischer im schidlichen Raum befindlicher Luft 
verdiinnt wiirde. Zuntz scheint diese Vorstellung gehabt zu 
haben. Aber die Auswaschung des schiadlichen Raumes er- 
fordert viel mehr Luft als sein eigenes Volumen betrigt, denn 
wie Henderson, Chillingworth und Whitney zeigten, 
stromt die Luft in der Mitte der Atemrohre rasch, wihrend 
gegen die Wandungen zu fast keine Strémung mehr statttindet. 
Das besondere Getiige und die Anordnung der feineren Luft- 
ginge und Vorriume in den Lungen wurde dargestellt durch 
die Rekonstruktionsmethode von Miller; Haldane hat diese 
Verhiltnisse verwertet, um zu erkliren, warum der anatomische 
schiidliche Raum nicht gleichbedeutend ist mit demjenigen, 
der den wirksamen oder effektiven, physiologisch bedeutungs- 
vollen schidlichen Raum ausmacht. 

Ks wurde zuerst durch Douglas und Haldane gefunden, 
daB der sogenannte wirksame oder effektive schiidliche Raum 
beim Menschen ein in weiten Grenzen schwankendes Volumen 
aufweist. Er ist wihrend der tiefen Atmung bei Muskelarbeit 
viel gréBer als in der Ruhe. Die Vorstellung, daB fir diese 
VergréBerung eine aktive Erweiterung der gréBeren Bronchien 
verantwortlich zu machen sei, wurde widerlegt durch Krogh 
und Lindhard, die bei Kinatmung von wasserstoffhaltiger 
Luft fanden, da8 der schiidliche Raum in der Ruhe derselbe 
sel wie bei Kérperbewegung. Das Volumen der Atemziige, die 
sie anwendeten, war indessen dasselbe unter den zwei Be- 
dingungen, ein technisches Versehen, das sie zu dem irrtiim- 
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lichen SchluB verleitete, da8 der schidliche Raum ein ny 
wenig schwankendes Volumen aufweise. Andere Untersucher 
(s. Literaturverzeichnis) ttbhernahmen diese Ansicht ebenfalls, 

Ks wurde nun von Henderson, Chillingworth und 
Whitney und gleichzeitig von Haldane gezeigt, dab der 
schiidliche Raum um so grofer ist, je tiefer die Atmung. Dies 
gilt auch, wenn die Versuchsperson sich in Ruhe befindet und 
willkiirlich bald sehr tief und langsam atmet, bald gewoéhnlich 
oder oberflachlich. So wird der. wirkliche schidliche Raum, 
statt eine feste Gré8e darzustellen wie der anatomische scliid- 
liche Raum Liwys, zu ungefahr '/, des mit jedem Atemzug 
aufgenommenen Luftvolums bei jeder Tiefe der Atmung be. 
stimmt; er betrigt etwa 160 ccm bei einem Atemzug yon 
500ccm und steigt auf ungefahr 600 ccm bei einem Atemzug 
von 2000ccm Umfang. 

Die Bestimmung des schidlichen Raums als eines zien- 
lich gleichmiBigen Prozentsatzes eines Atemzugs, aber als 
wechselnde GréBe beziiglich des absoluten Volumens, hiingt 
ab von der Verwendung der Alveolarluft, die einen fiir seine 
Berechnung wichtigen Faktor darstellt. Durch Haldane und 
seine Mitarbeiter ist die Abgrenzung des Begriffs der Alve- 
olarluft und ihre gleichméBige Zusammensetzung als Gruni- 
gedanke der neueren Atmungsphysiologie begriindet worden. 
Der Prozentgehalt von CO, in der gemischten Ausatmungslutt 
dividiert durch den CO,-Prozentgehalt der Alveolarluft gibt 
den Anteil am Gesamtvolumen eines Atemzugs, der als Betrag 
der ausgeatmeten Alveolarluft angenommen werden mu8. Der 
Rest des Atemzugs ist das Volumen des schidlichen Raums. 
Mit anderen Worten: 

Schidlicher Raum = 


°/, CO, in der Exspirationsluft \ 
°/, CO, in der Alveolarluft / 





Volum eines Atemzugs x (1,00 -- 


Die Vorstellung von Krogh und Lindhard, daB das 
Volumen des schidlichen Raums nur wenig sich veriindere, 
wiirde, wenn sie richtig wire, den Wert der Alveolarluft als 


einer physiologischen Konstanten herabmindern (S. Haldanes 
neues Buch). Krogh und Lindhard sind der Ansicht, dab 
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in den meisten Fallen die Alveolarluft vorzugsweise durch Be- 
rechnung aus der Exspirationsluft, aus dem Volumen der 
Exspiration und aus dem schidlichen Raum bestimmt werden 
sollte, statt durch Entnahme einer Probe von Alveolarluft am 
Ende einer tiefen Exspiration, wie bei dem Verfahren von 
Haldane und Priestley. Da die zwei verschiedenen 
Methoden in vielen Fallen, besonders wihrend der tiefen 
Atmung bei Muskelarbeit, sehr verschiedene Ergebnisse fiir 
die Zusammensetzung der Alveolarluft, fiir die Gase im 
arteriellen Blut und fiir das Minutenvolum des Blutdurch- 
flusses durch die Lunge liefern, so ist es wichtig, die Frage 
des Volumens und der Verinderlichkeit des wirksamen schid- 
lichen Raums so weit méglich aufzukliren. 

Endgiltige Aufklirung ist nach unserer Ansicht auf ein- 
fache und direkte Art zu erlangen aus Versuchen iiber die 
Absorption schwach konzentrierten Atherdampfes aus der ein- 
geatmeten Luft. Diese Beobachtungen wurden gemacht bei 
ausgedehnten Untersuchungen, die Haggard iiber die Ab- 
sorption, Verteilung und Ausscheidung von Ather gemacht hat. 
Er fand, daB die Verteilung des Athers in Luft und Blut bei 
Kérpertemperatur sich verhalt wie 1: 15. 

Daraus geht hervor, daB eine sehr hohe prozentuale Ab- 
sorption von Ather aus der in die Lungen eintretenden Luft 
stattfindet, eine Tatsache, die durch unsere Beobachtungen 
weiterhin bestatigt wird. Zur Berechnung der Werte fiir den 
schiidlichen Raum, die in Stab 6 und 7 der Tabellen 2 und 3 
angegeben sind, haben wir angenommen, daB die Absorption 
von Ather aus der Alveolarluft eine ganz vollstindige ist, und 
dab bei normaler Blutdurchstrémung der Lungen die Konzen- 
tration des Athers in der aus den Alveolen der Lunge aus- 
geatmeten Luft sich dem Wert Null nahert. Mit anderen 
Worten, es wird angenommen, da8 praktisch aller Ather, der 
sich in der gemischten Exspirationsluft findet, (etwa 3/, der 
engeatmeten Konzentration) aus derjenigen Luft stammt, die 
nur bis in den schidlichen Raum gelangt war. 

Diese Annahme enthilt einen Fehler, der aber verhiltnis- 
mifig klein ist. Das Volumen der eingeatmeten Luft oder 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXX. 9 
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die Strémungsluft setzt sich zusammen aus dem Luftvolumen, 
das der schidliche Raum faBt, (ungefaihr +/,) und aus dem 
Volumen der wahren Lungenventilation (ungefahr ?/,). Wenn 
wir z. B. eine wahre Lungenventilation von 6 Liter in de 
Minute und eine DurchblutungsgréBe von 5 Liter in der Minute 
annehmen, so erhalten wir bei Verwendung der Haggardschen 
Werte (1:15) fir die Verteilung von Ather in Luft und Blut 


6 6 6 : 
= —s und daher are tae 0,074 als die Konzen. 


tration des Athers in der aus der Lunge ausgeatmeten Lutt 
(Alveolarluft), wenn die in die Lunge eingetretene Luft eine 
relative Konzentration von 1,00 hatte. Da wir fiir die Kon. 


Tabelle 1. 


Theoretisch berechnete Beispiele der Beziehungen zwischen Aten- 
volum, schidlichem Raum, Blutdurchstrémung usw. (wie oben erwiihnt), 
Die Gleichungen, durch die wir den Wert 28 oder (unter Zugrundelegung 
von 0,088 statt 0,074) den Wert 31 fiir den Prozent schidlichen Raum 
in Stab 6 erhalten, sind: 


ae 
i 

















x 6,00 - 0,074 0,333 »,¢ ’ 
- a Z 6,00 wid = 1,00 ’ und ¥= 6,00 = Prozent schidlichen Raum, 
wobei X den schidlichen Raum pro Minute bedeutet. 
5 E E Ela ¢ 
Sa 4 Sq | a ‘= 
2s (42/42) 285 |] cf |a.r 
Bo 2 £ 2 & = ° & 8 a a 
> sy 25 2 z 4 4 $ 5 Se Bemerkungen 
Soa ~~ * — os 
Ss|1se|se)/as | a8 | Sag 
Soom oO on 2 Bn 2 e' i) 
a = 4 a ~ -_ 
ion i Be ma — 7° ee 
6,00 1,00 0,333 5 0,074 28 Unter Verwendung 
des Wertes in 
Stab 5 
— -— — — _— 33,3 | Bei Annahme eines 
Wertes in 
Stab 5= Null 
6,00 1,00 0,333 10 0,038 31 Unter Verwendung 
des Wertes in 
Stab 5 
oo — = ~— -- 33,3 | Bei Annahme des 
Wertes in 
Stab 5 = Null 
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zentration der die Lungen verlassenden Luft den Wert Null 
annahmen, statt 0,074, wiirde der schidliche Raum, der zu 
33,3 °/, der Strémungsluft angegeben ist, in Wirklichkeit 28 °/, 
betragen (s. Tabelle 1). Mit einer stirkeren Blutdurchstrémung 
wirde der Unterschied geringer ausfallen. Die in dieser Arbeit 
perechneten Werte sind daher alle etwas zu hoch, aber der 
maximale Fehler betragt unseres Erachtens nicht mehr als 
5,3°/, des richtigen Wertes, der abhingig ist von dem Volum 
der Blutdurchstrémung. Wenn die Blutdurchstrémung 10 Liter 
betragt, wiirde sich ein schidlicher Raum von 31 °/, ergeben, 
statt 33,3 °/,, und der Fehler betriige nur 2,3 °/,. Dieser 
Fehler wiirde bis zu einem gewissen Grade ausgeglichen durch 
die von den Wandungen des schidlichen Raumes absorbierte 
Athermenge. Da alle Bestimmungen in der Ruhe gemacht 
wurden und bei einer praktisch gleichmifigen Pulsfrequenz, 
ist der Fehler beinahe konstant, und die bei verschiedener 
Atemtiefe berechneten Werte zeigen die Art der Verainderung 
im Volumen des schidlichen Raums auf. 

Es mag hier erwihnt werden, daB diese Bestimmungen 
des schidlichen Raums entstanden aus einem Versuch, die 
Atherabsorption als Methode fir die Bestimmung der Zirkula- 
tionsgréBe zu verwenden (was bis jetzt infolge der geringen 
alveolaren Konzentration und der Schwierigkeit, diese zu be- 
stimmen, erfolglos blieb). 


Methodik. 


Kin Spirometer wurde mit Luft gefiillt, in der 10—15 mg 
Ather pro Liter Luft enthalten waren. (Dies ist nur 10—15°/, 
der zur Erzeugung von Narkose notwendigen Konzentration.) 
Diese Luft wurde 1—2 Minuten lang durch ein Ventil mit 
2 Klappen eingeatmet, und gleichzeitig die ausgeatmete Luft in 
einem anderen Spirometer gesammelt. Die Atherkonzentration 
in der ausgeatmeten Luft dividiert durch die der eingeatmeten 
Luft ergibt (unter der oben auseinandergesetzten Annahme) 
den Bruchteil der Atemluft, die bloB in den schidlichen Raum 
eintritt und wieder aus ihm ausgestoBen wird, ohne die Lungen 


zu erreichen. Die Atherkonzentration wurde bestimmt, indem 
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man 1 Liter Luft durch Jodpentoxyd, das auf 200° C. erhitzt 
war, hindurchleitete, das freigemachte Jod in Jodkalilésung 
aufsammelte und mit Thiosulfat unter Verwendung von Stiirke. 
kleister als Indicator titrierte. Die Methode ist auf 0,02 mg 
genau. 

Tabelle 2. 


Versuchsperson Y.H., minnlich, 49 Jahre alt, Gewicht 78 kg, in 
Ruhe befindlich, sitzend. Puls 70; Tiefe der Atmung willkiirlich ab- 
wechselnd von normaler bis zu sehr tiefer und langsamer Atmung, 


weiter bei abnorm oberflichlicher und schneller Atmung. 
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2 3 1h a wy A gl .- 
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a4 =o I'g.8 Bloghilogr as m4 Charakter der 
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Hn © > fog cmt Dem fom Dew Ps O K — | Atmung 

Sh) es |2e8) 2 o|aee(se8| 22 
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X Aas <q 80 eg ND pA : 

30 | 15 | 500 | 10,4 | 3,8 37 | 185 | Normal, nach 
miBiger Kérper- 
bewegung (Un- 

hergehen) 

12 s | 667 | 10,4 | 3,4 34 | 206 | Normal, nach 

5 Min. langem 
Sitzen 

12 7 | 583 | 10,4 | 3,5 34 | 198 | Normal, nach 

15 Min. langem 
Sitzen 

4 12 3000 10,4 3,3 33 990 | Sehr tiefe, lang- 

same Atmung 

77 | 14 | 182 | 104 | 66 65 | 118 | Sehr oberflich- 

liche schnelle 
Atmung 
Tabelle 2 und 3 fassen die Ergebnisse an 2 Versuchs- 


personen zusammen. Es ist da angegeben 1. die Zahl der 


Atemziige in der Minute, 2. die Anzahl der in der Minute ein- 
geatmeten Liter Luft, 3. das durchschnittliche Volumen eines 
Atemzugs, das man erhalt durch Division der Werte in Stab 2 
durch diejenigen in Stab 1, 4. die Atherkonzentration in mg 
pro Liter eingeatmeter Luft, 5. die Atherkonzentration in der 
ausgeatmeten Luft, 6. der Prozentanteil des Volumens der 
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Tabelle 3. 
Versuchsperson H. W.H., minnlich, 31 Jahre alt, Gewicht 90 kg, 
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in Ruhe befindlich, sitzend. Puls 78, Tiefe der Atmung willkirlich ver- 
indert von normaler bis zu sehr tiefer und langsamer Atmung, weiter 
bei oberflichlicher, rascher Atmung. 
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einzelnen Atemziige, der als ,,wirksamer schidlicher Raum“ zu 
bezeichnen ist, eine Zahl, die man durch Division der Werte 
in Stab 5 durch diejenigen in Stab 4 erhalt, und 7. das abso- 
lute Volum des wirksamen schiidlichen Raums in ccm, das 
durch Multiplikation der Werte in Stab 3 und 6 erhalten 


wurde. 


Die in den Tabellen aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, daB 
der effektive oder wirksame schidliche Raum, der eine Rolle 
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spielt bei verschieden tiefer Atmung in der Ruhe, eine jp 
weiten Grenzen schwankende GrdéBe ist. Seine Veriinderlich- 
keit steht gewdhnlich in festem Verhiltnis zu der eingeatmeten 
Luft, aber diese Proportionalitit behauptet sich nicht bei sehr 
oberfliichlicher rascher Atmung, ebenso nicht, wenn die glatte 
Folge von EKinatmung und Ausatmung unterbrochen ist. Die 
Athermethode ergibt also in der Hauptsache die gleichen 
Resultate wie die Verwendung der alveolaren Spannungs- 
bestimmung der CO, (Haldane und Priestley). 


Aus diesen Tatsachen folgt, daB der anatomische schiid- 
liche Raum der Atemwege und der bei der tiefen Atmung in 
Betracht kommende wirksame schidliche Raum zwei ganz ver- 
schiedene GréBen sind. Die Zusammensetzung der Alveolar- 
luft kann nicht sicher bestimmt werden bei Verwendung eines 
schidlichen Raums von annihernd konstantem Betrag. Man 
wiirde bei der Annahme eines schidlichen Raums von ungefihr 
1/, des Volumens des einzelnen Atemzugs fiir jedes Atem- 
volumen eine gréBere Genauigkeit erreichen als bei Verwendung 
eines festgelegten, stets gleichen Wertes des schidlichen Raums. 
In der Tat scheint es nach der Ansicht von Douglas und 
Haldane, Henderson, Chillingwort und Whitney, und 
nach dem, was hier berichtet wurde, da der CO,-Prozentgehalt 
in der gemischten Exspirationsluft multipliziert mit 1,5 beim 
normalen Menschen gewohnlich einen ziemlich angeniherten 
Wert fiir die alveolare CO,-Spannung bei jedem Atemvolumen 
liefert. 
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Gewichtsanalytische Versuche an mikroskopischen Objekten, 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1923.) 


Chemische Untersuchungen iiber Kernsubstanzen pflanz- 
licher und tierischer Zellen haben letzten Endes biologische 
Ziele und das allgemeine Interesse, das die Resultate dieser 
Forschungsrichtung gefunden haben, ist in der Erwartung be- 
griindet, daB man durch sie tiefere Einblicke in die Vorgiinge 
des Zellstoffwechsels, der Zellteilung und der Befruchtung ge- 
winnen wird. 

Unsere bisherigen Kenntnisse und Anschauungen auf 
diesem Gebiete beruhten fast ganz auf morphologischen Unter- 
suchungen; aber so erfolgreich diese gewesen sind, so allgemein 
ist auch die Uberzeugung, daB sie nicht der AbschluB unserer 
Forschungen sein kénnen. Denn die mannigfaltigen Bilder, 
die die Zellstruktur entweder an und fiir sich oder nach Be- 
handlung mit Farbstoffen liefert, lassen fir das funktionelle 
Verhalten der beobachteten Formen wenig Schliisse 21; 
schlieBlich ist ja auch die mehr oder weniger deutliche Struktur 
und die bessere oder schlechtere Farbbarkeit nur eine Kigen- 
schaft des zugrunde liegenden Substrates, das sich durch 
mikroskopische Betrachtung allein nicht analysieren lift. Es 
ist auch nicht durchaus notwendig, daB Anderungen morpho- 
logischer Art mit Anderungen der Funktion parallel gehen, 
denn man kénnte sich auch wohl vorstellen, daB unter Un- 
stiinden dieselbe Form verschiedene Funktionen nacheinander 
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ausiibt. Diesen Mangel der rein morphologischen Betrachtung 
hat man schon lange erkannt und sich bemiiht durch operative 
Eingriffe in den Bau der Zelle tiefere Einblicke in die Funktion 
der einzelnen Teile zu erhalten: das Wesentliche aber, die 
Zusammensetzung und die Verinderungen des Substrates selbst, 
kann auch durch derartige Untersuchungen nicht erschlossen 
werden. Die chemische Bearbeitung der Frage wurde zuerst 
yon KF. Miescher?) erfolgreich in Angriff genommen, der auf 
Veranlassung von W. His die phosphorhaltige Substanz des 
Zellkerns einer niheren Untersuchung unterzog. Aber seine 
Bemiihungen um eine tiefere Kenntnis der von ihm zuerst 
dargestellten Nucleinsiture und des Protamins blieben schon 
in ihren Anfingen stecken; bei der Lektiire seiner hinter- 
lassenen Schriften, um deren Herausgabe sich Schmiedeberg 
besonders verdient gemacht hat, gewinnt man bald den Ein- 
druck, daB Miescher seine Arbeitskraft bei der Fille der 
neuen Fragestellungen zu sehr an Einzelheiten zerplitterte, 
wihrend er mit den damals iiblichen chemischen Unter- 
suchungsmethoden weder das Problem der Struktur der Nuclein- 
siure noch des Protamins bewiltigen konnte. So blieben, weil 
die Grundlagen fehlten, auch viele seiner Resultate nur Mei- 
nungen und Ansichten ohne biindige Beweise. Es bedeutete 
deshalb einen grofen Fortschritt, als Kossel?) die neuen 
Methoden der totalen Hydrolyse, des Abbaues bis zu krystal- 
linischen Spaltprodukten, auf die Substanzen des Zellkerns an- 
wandte. Es wurden so eine ganze Reihe wohldefinierter Spalt- 
produkte der Nucleinsiure sowohl wie des Protamins auf- 
gefunden. Als dann durch die Auffindung des Cytosins und 
des Uracils und durch den Nachweis, daB die beiden Kérper 
zusammen mit dem Thymin der Gruppe der Pyrimidine an- 
gehéren, ein gewisser Abschlu8 in der Untersuchung der 
Nucleinsiure eingetreten war, schien die Zeit gekommen, nun- 
mehr die quantitativen Verhiltnisse der einzelnen Spaltprodukte 
festzustellen. Hierdurch lieB sich in der Tat ein klares Bild 





') Gesammelte Arbeiten, 2 Binde. Leipzig. F.C. W. Vogel 1897. 
*) Die Arbeiten finden sich fast durchweg in dieser Zeitschrift. 
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von dem Aufbau der Nucleinsiure, die zum Unterschiede von 
tihnlichen K6rpern Thymonucleinsiure genannt worden war, 
entwerfen, aus dem unter anderen nicht nur die Bruttoformel 
fiir die Substanz, sondern auch das wichtige Verhiltnis von 
Phosphor zu Stickstoff mit Sicherheit abgeleitet werden konnte. 
Denn mit dieser letzteren Relation konnte man nun in allen 
morphologischen Gebilden, die Thymonucleinsiure als einzige 
phosphorsiurehaltige Substanz enthielten, ohne weiteres aus- 
rechnen, wieviel vom Stickstoff auf die Nucleinsiure und 
wieviel auf andere Korper fallen muBte. Es konnte so z. B. die 
quantitative Bestimmung der Nucleinsiure und des Protamins 
in den gewaschenen und entfetteten Koépfen der Herings- 
spermien vorgenommen werden, eine Bestimmung, die schon 
Miescher versucht hatte und bei der er trotz eines prinzipiellen 
logischen Fehlers!) bei der Analyse fast die gleichen Zahlen 
gefunden hatte, die spiiter die exakte Analyse ergab. Ks 
konnte ferner Aufklirung gebracht werden in die groBe Gruppe 
der sogenannten Nucleoproteide und es stellte sich bei diesen 
Untersuchungen mit den neuen Methoden heraus, daB die 
Nucleoproteide Salze der Nucleinsiuren mit basischen Hiweib- 
kérpern sind, von denen bisher die Protamine und Histone 
am besten untersucht sind, von denen aber wohl noch mebh- 
rere existieren. 

Die Untersuchungen iiber die Nucleinsiuren hatten also 
einen weiten Umweg iiber chemische Forschungen zu machen, 
ehe sie so weit vorgeschritten waren, daB man _biologische 
Probleme mit Aussicht auf Erfolg angreifen konnte. Diese 
Untersuchungen sind friiher oft und werden auch heute noch 
manchmal verkannt. Sie waren aber durchaus notwendig, um 
die Grundlage zu schaffen, von der aus nun die schwierigen 
Fragen der Biologie bearbeitet werden kénnen. Mit den nun 
erworbenen Kenntnissen kann man versuchen, den eingangs 
erwihnten Fragen nach dem Zusammenhang zwischen Struktur 
und Funktion naher zu treten und hier ist ein Punkt, wo 
tatsichlich die mikroskopische und die physiologisch-chemische 
Forschung einen Zusammenhang gefunden haben. 





1) Siehe dazu meine Ausfiithrungen, Diese Zs. Bd. 72, S. 306 (1911). 
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Die chemischen Vorginge bei der Kernfairbung und alle 
die daraus gezogenen Schliisse lassen sich aus der Sphire der 
Vermutungen mit Hilfe unserer heutigen Anschauungen auf 
eine nachpriifbare rechnerische Grundlage stellen, die Ent- 
wicklung der Spermien der Fische wird man besser verstehen, 
wenn zu den mikroskopischen Bildern nun unsere Kenntnisse 
iiber die gleichzeitig dabei sich abspielenden Stoffumsetzungen 
kommen. So gibt es noch eine Menge jetzt lésbarer Frage- 
stellungen, uralte Probleme, von denen Miescher seinerzeit 
erdriickt wurde, weil sie damals noch nicht zur Bearbeitung 
reif waren. 

Ks besteht also die Méglichkeit, die groBe Liicke zwischen 
histologischen und physiologisch-chemischen Forschungen ll- 
mihlich auszufillen und beide Richtungen in Beziehung zu- 
einander zu setzen. Als ein Beitrag zu dieser Aufgabe mégen 
die folgenden Versuche dienen, in denen unternommen wurde 
eine Vorstellung iiber die Gewichtsverhiltnisse der reifen 
Heringsspermien und Hier zu gewinnen, aus denen sich 
Schliisse tiber die Mengen der in physiologische Aktion tretenden 
Substanzen ziehen lassen. 

Da man aus dem Gehalt der gewaschenen und entfetteten 
Spermaképfe an Phosphorsiure den Nucleinsiiuregehalt be- 
stimmen kann, so muB man auch den Gehalt des einzelnen 
Spermakopfes an Nucleinsiiure berechnen kénnen, falls es ge- 
lingt, das Gewicht eines einzelnen Spermatozoons mit einiger 
Sicherheit zu bestimmen. Angesichts des reichen Materials 
an Heringsspermien, die in reifem Zustande im Friihjahr 
regelmiBig zur Verfiigung stehen, und angesichts der voll- 
kommen homogenen Beschaffenheit desselben habe ich ver- 
sucht zahlenmiBige Grundlagen fiir solche Berechnungen zu 
gewinnen und jedesmal im Friihjahr Gewichtsbestimmungen an 
Heringsspermien vorgenommen. Die dabei erhaltenen Zahlen 
fielen recht gleichmiBig aus, so daB sie wohl zu Berechnungen 
herangezogen werden kénnen. 

Ks wurden z. B. 4,5 kg reife Heringstestikel durch ein 
feinmaschiges Sieb gedriickt und mit 16 Liter Leitungswasser 
verdiinnt und zu einer homogenen Milch (A) angerihrt. Die 
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gleichmiBige, leichtfliissige Masse wurde noch einmal durch ein 
feines Tuch geseiht, ein Teil auf das 10fache verdiinnt (B) 
und das Gewicht von 10 ccm der Aufschwemmung B im Pykno. 
meter bestimmt. Mit Wasser gefillt, wog das Pyknometer 
10,010 g, mit der Heringsmilch gefiillt 10,047 g. Ohne das 
Volum der Spermatozoen zu beriicksichtigen und unter Ver. 
nachlissigung des etwaigen Gehaltes der Zwischenfliissigkeit 
der Spermatozoen an gelésten Stoffen, der bei der groBen Ver. 
diinnung nur sehr gering sein kann, ergibt sich fiir die in 
10 ccm enthaltenen Spermien ein Gewicht von 0,037 g oder 
fiir die in 1 ccm vorhandenen ein Gewicht von 0,0037 g. 

5 ccm der gleichen Aufschwemmung B wurde nun auf 
250 ccm im MeBkolben mit Wasser aufgefiillt und im Thoma- 
Zeissschen Blutkérperchenzihlapparat ausgezihlt. Es wurde 
1 cmm mit der Pipette angesaugt, auf 100 cmm mit Wasser 
verdiinnt, gut umgeschiittelt und eine Anzahl Quadrate aus- 
gezahlt. Es fanden sich so z. B. 24, 32, 32, 31, 28, 36, 50, 
42, 32, 37 Spermien, im Durchschnitt 35 Spermien pro Quadrat. 
Das ergibt in 1 cmm 35-400000 = 14000000 oder in 1 ccm 
14000000000 Spermien. In den untersuchten 250 ccm, die 
5 ccm der urspriinglichen Lésung B entsprechen, sind also 
3500000000000 Spermien, das sind auf 1 ccm der Lésung B, 
deren Gewicht bestimmt wurde. 7-101! Spermien; da das Ge- 
wicht eines Kubikzentimeter der Liésung 3,7 mg betrigt, so 
wiirde das Gewicht einer Spermie = an = 0,53-10-!! mg 
sein. Bei wiederholten Bestimmungen wurden ganz idhnliche 
Zahlen gefunden, die, im einzelnen noch korrekturbediirftig, 
aber ganz gut einen allgemeinen Begriff von der Grofen- 
ordnung geben, um die herum sich das Gewicht dieser mikro- 
skopischen Gebilde bewegt. 

Man kann nun noch einen Schritt weitergehen und i 
einer Lésung, deren Gehalt an Spermien bekannt ist, nach 
der friiher von mir schon benutzten Methode den Gehalt der 
mit Essigsiure gefillten, mit Alkohol und Ather erschépften 
Spermien an Phosphorsiure bestimmen. Dann wei man, wie 
groB der Nucleinsiurebetrag ist, der auf jedes einzelne Sper- 
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matozoon entfallt. Dazu wurden 250 ccm der Fliissigkeit A 
mit Essigsiure ausgefallt, die Fallung abzentrifugiert, mit Al- 
kohol und Ather erschépfend ausgezogen, getrocknet und ge- 
wogen. Ausbeute: 5,658 g. Zwei Proben wurden bei 110° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet: 

0,1427 g verloren 0,0159 g = 11,15°/, H,O. 

0,1284g ,, 0,0140g= 10,91 H,0. 

Die Substanz enthielt also noch 11,03°/, H,O im Durch- 
schnitt und die Ausbeute entsprach an bei 110° getrockneter 
Substanz 5,084 g. In 1 ccm der verarbeiteten 250 ccm der 
Flissigkeit A sind also 0,02014 g Trockensubstanz enthalten, 
das wiirde, da die Fliissigkeit B auf das 10fache von A ver- 
diimnt war, fiir die Fliissigkeit B 0,002014 g in 1 ccm er- 
geben. Nun ist oben das Gewicht der in 1 ccm dieser Flissig- 
keit enthaltenen Spermatozoen zu 0,0037 g gefunden: demnach 
betrigt die Trockensubstanz 54,4°/, des Gesamtgewichtes und 
Oe, = 0,29-10-" mg. 

Der mit Essigsiure erhaltene Niederschlag enthielt im 
Mittel 3,65°/, P und 18,40°/, N (bei 110° getrocknet) und 
eutsprach dem schon friher von mir beschriebenen.') P:N 
jetzt = 1:5,04, frither gefunden: 1: 5,12. 

0,1305 sittigen 8,9 cem n/2-Lauge = 3,78°/, P (Neumann); 0,1526 

sittigen 20,2 cem n/10-Saéure = 18,51°/,) N (Kjeldah)). 

0,1609 sittigen 10,2 ecm n/2-Lauge = 3,52°/, P (Neumann); 0,1706 

sittigen 22,3 cem n/10-Siure = 18,29°/, N (Kjeldahl). 

Aus dem Phosphorgehalt berechnet sich ein Nucleinsiure- 
gehalt von 0,12-10!! mg fiir das einzelne Spermatozoon (fir 
die Nucleinsiureformel C,,H,,0,,N,,P, berechnet). Da mit 
Essigsiiure auBer dem nucleinsauren Protamin auch ein anderer 
in den Spermien enthaltener EiweiBkérper niedergeschlagen 
wird, so entspricht der Nucleinsiuregehalt natiirlich nicht dem 
des reinen nucleinsauren Protamins. 

Die fiir das einzelne Spermatozoon des Herings in Betracht 
kommenden Zahlen sind also: 


die Trockensubstanz eines Spermatozoons 


') H. Steudel, Diese Zs. Bd. 73, S. 475 (1911). 
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Gesamtgewicht: 0,53-10~" mg = 0,53-10~"* g, 
davon Trockensubstanz (mit Alkohol und Ather extrahiert): 
0,29-10—-'! mg = 0,29-10—** g, 

davon Nucleinsiuregehalt: 0,12-10~'! mg = 0,12-10—" g. 

Fiir das Heringsei liegen, was die Gewichtsbestimmung 
anbetrifft, die Verhaltnisse einfacher. Die stecknadelkopfgrofen 
einzelnen Kier lassen sich leicht mit der Pinzette isolieren und 
kénnen ohne Schwierigkeit auf der Kuhlmannschen Mikro. 
wage gewogen werden. Es wurden z. B. je 10 frische, reife 
Kier oberflichlich abgespiilt und in einem kleinen geschlossenen 
Wigeréhrchen abgewogen, dann erhielt man folgende Gewichte: 
4,805 mg; 4,595 mg; 4,075 mg; 3,985 mg; 4,890 mg; 3,925 mg; 
4,655 mg; also ein Durchsthnittsgewicht von 4,419 mg. In 
diesem Gewicht sind aber ja alle Nahrungsstoffe mit enthalten, 
die der sich entwickelnde Embryo gebraucht, wahrend das 
Spermatozoon wohl nur den allernotwendigsten Betriebsstoff, 
der gerade fiir die Erfiillung seiner physiologischen Funktion 
ausreicht, mit sich fiihrt. 

Uber die quantitativen Verhiltnisse im Heringsei kann 
man sich leicht weiter orientieren. Extrahiert man z. B. die 
Kier nach dem Vorgange von H. Steudel und E. Takahashi’, 
so daf die leeren Kischalen zuriickbleiben, so erhalt man als 
Gewicht derselben*) fiir je 10 Schalen: 0,815 mg; 1,040 mg; 
0,920 mg; 0,915 mg; Durchschnitt: 0,923 mg. Sie enthielten 
dann lufttrocken noch etwa 12°/, Wasser: 

1,1125 g (bei 110° getrocknet) verloren 0,1330 g = 11,96°/, H,9. 

1,0058 g (,, 110 » ) 9» 01248 g= 12,36 4H,0. 

Die frischen reifen Hier selbst enthielten, direkt aus dem 
Wasser genommen, rund 71,71°/, H,O und 28,29°/, Trocken- 
substanz. 

0,2335 g verloren, bei 110° getrocknet 0,1690 g = 71,94°/, H,0. 

0,1645 ¢ ‘i » ‘ 0,1178 g = 71,66 H,0. 

02189 ¢ _,, >» ps 0,1565 g = 71,54 H,0. 

Das Gewicht des Keimes der Heringseier laBt sich natiir- 





1) Diese Zs. Bd. 127, S. 210 (1923). 
2) Die leeren Schalen sind lufttrocken gewogen, weil sie in feuchtem 
Zustande zuviel Wasser mechanisch einschlossen. 
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lich nicht ohne weiteres feststellen, man wird nicht fehlgehen 
wenn man es etwa von der gleichen GréSenordnung annimmt 
wie das Gewicht des Spermatozoons. 

Bedenkt man nun aber, daB das einzelne Spermatozoon 
noch ein komplizierter Organismus ist, der zum mindesten 
iiber einen leistungsfihigen Fortbewegungsapparat verfiigt, 
sicherlich aber nicht nur fiir den Betrieb dieses Apparates, 
sondern fiir einen mehrtigigen Stoffwechsel das nétige Material 
mit sich fiihrt (die Spermien kénnen ihre Beweglichkeit bis zu 
8 Tagen behalten), so kommt man zu dem Schlusse, daB das 
Gewicht des Stoffes, der die Befruchtung verursacht und der 
fiir alle Konsequenzen der Vererbung verantwortlich ist, noch 
viel kleiner sein muB wie das Gewicht der einzelnen Spermie. 

Dann kommt man mit seinen Zahlen aber schon, weil 
der Traiger der Befruchtung ja ein komplizierter organischer 
Stoff ist, der aus vielen Atomen bestehen muff, scheinbar in 
bedenkliche Nahe von den Zahlen, die von den Physikern!) fiir 
die Masse der Atome gefunden sind. Es wird z. B. die Masse 
des Wasserstoffatoms zu 1,662-10—*4, die Masse des negativen 
Elektrons zu 9,00-10—°5 angegeben. Dagegen ist das Gewicht 
der Spermie mit 0,53-107-!* aber immerhin um 10 Potenzen 
groBer und es bleibt noch genug Spielraum fiir die Atome und 
Elektronen und ihre Krifte iibrig, an die wir uns doch letzten 
Endes halten miissen, wollen wir die ritselhaften Vorginge 
des Lebens stofflich begreifen. 


1) Nernst, Theoretische Chemie, achte bis zehnte Auflage. Stutt- 
gart, F. Enke 1921, S. 509. 
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Untersuchungen tiber die Gallensiuren XVI. 
Zur Kenntnis der Biliobansaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Lew Fukelman. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1923.) 


Durch Einwirkung von Brom und Natronlauge auf Chol- 
siure hat H. Pringsheim’) vor mehreren Jahren ein neues 
Abbauprodukt dieser Siure, die Biliobansiure erhalten. Die 
von ihrem Entdecker angegebene Zusammensetzung O,,H,,0, 
bereitete der Kinfiigung der neuen Saiure in den Rahmen der 
bei der Konstitutionsermittlung bisher erzielten Ergebnisse un- 
iiberbriickbare Schwierigkeiten, und darum war es ndtig, die 
Biliobansiure genauer zu untersuchen. 

Dabei stellte sich bald heraus, daB Pringsheim kein 
reines Praparat der von ihm entdeckten Siure erhalten hatte. 
Wir fanden den Schmelzpunkt der reinen Siure um mehr als 
15° héher und auch ihre Zusammensetzung anders als Prings- 
heim. Biliobanséure hat die Formel C,,H,,0,. Ihre Kon- 
stitution hat sich im Bereich der bestehenden Aufklirung des 
Gesamtmolekiils mit voller Klarheit ermitteln lassen. Es liegt 
in ihr eine Triketodicarbonsiure vor. Von den 4 Ringen des 
Molekiils ist einer aufgespalten. Wihrend bisher jeder 0x)- 
dative Eingriff Ring I unter Erzeugung zweier neuer Carboxy!- 
gruppen gedffnet hat, ist hier nur eine Carboxylgruppe ent- 
standen. Die Zahl der Ketogruppen — als erstes Oxydations- 





1) Chem. Ber. Bd. 48, S. 1324 (1915). 
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produkt der Cholsiure tritt ja stets Dehydrocholsiure auf — 
ist gleich geblieben. Die Ringéffnung mu daher im Ring 
zwischen CO-Gruppe und einem tertiiren Kohlenstoffatom vor 
sich gegangen sein. 

Wir wissen aus einer friiheren Untersuchung’), die fiir 
Dehydrocholsiure zu der nachstehenden Konstitutionsformel (1) 
gefiihrt hat, daB nur Ring III ein derartiges System enthiilt, 
und werden dadurch unabweislich zur Formel (II) fiir die Bili- 
obansiure gefiihrt. 








CH, o 
J1™~ rat 
Dig ee |. COOH CH 
a sas ee |_| C,,Hy)-COOH 
CH '°CH co ox | 10 4ig* 
Q ; ; i 
ie rs it cH, C-—CH, 
Co’ 5CH 10 ae oe 
a iin ll “Wit at 
CH, CH, OH, CH, 
Dehydro-cholsiiure C,,H,,0; Biliobansiiure C,,H,,0, 


Der Aufbruch von Ring III nimmt unter der Einwirkung 
von unterbromiger Siure genau den gleichen Verlauf wie wir 
ihn im Ubergang der Biliansiure in Ciliansiure mit Permanganat 
schon kennen. 


CH 
ot Pt 
GO CH COOH ac oi 
C,.H,.: COOH 1,,*COOH 
bia dat sil Hooc—co CHS. 
At ' ie 
COOH C-——CH, a 
| 
COOH bn co HOOC CH CO 
Ba li "eater alle 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansiiure C,,H,,0, Ciliansiiure C,,H,,0,, 


Man hatte darum annehmen sollen, daB man, unter Ver- 
tauschung der Reihenfolge des Kingriffs, nun durch weitere 
Oxydation der Biliobansiure zur Ciliansiiure kommen wiirde, 
durch Aufsprengung der Bindungsstelle zwischen Kohlenstoff- 
atom 2 und 8. Die Durchfiihrung dieser Operation ist indessen 
trotz zahlreicher und sorgfaltiger Versuche nicht gegliickt. In 


*) XIV. Mitteil., Diese Zs. Bd. 123, S. 213 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX. 10 
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jedem Falle haben wir an Stelle der Ciliansaure eine ihr igo. 
mere Siure C,,H,,0,,, die ebenfalls vierbasische Isocilian. 
siure erhalten. 

Dieses neue, prachtvoll krystallisierte Abbauprodukt hatte 
schon vorher im Verlauf unserer Arbeiten O. Schlichting in 
den Endlaugen der Salpetersiureoxydation der Cholsiure auf. 
gefunden. Daraus geht hervor, daf die Cholsiure auch durch 
dieses Oxydationsmittel zu einem kleinen Betrag am Ring III 
zuerst aufgespalten wird. Ist aber dieser Ring gedffnet, dann 


verschiebt sich die Aufbruchstelle von Ring I zwischen die 


Kohlenstoffatome 1 und 2. Der Isociliansiure kommt die Kon- 
stitution (IID) zu. 
CH, 
Pai, 
COOH CH 
HOOC CH 
“ae 
COOH G——CH, 
| | | 
CO CH CO 
i alli al 
CH, CH, 
Isociliansiure C,,H;,0,, 


C,,H,.: COOH 


(111) 


Die Isociliansiiure ist die dritte isomere Diketotetracarbon- 
siure 2% C,,H,,0,,. Gegen weitere Oxydation ist sie be- 
stindiger als Ciliansiiure, ebenso bestindig wie die isomere, 
kaum angreifbare Pseudocholoidansiiure. Sie wird durch mehr- 
stiindiges Kochen mit rauchender Salpetersiure nicht verandert, 
durch Permanganat erst in der Hitze und dann unter weit: 
gehender Zerstérung. Ebensowenig wie durch energische Oxy- 
dation ist der Abbau der Isociliansiure auf dem Wege der 
thermischen Zersetzung erfolgreich gewesen. 

Ihre Natur als @-Ketocarbonsaure offenbart sich bei der 
Einwirkung von konz. Schwefelsiure; sie verliert dabei etwa 
70°/, von einem Mol. Kohlenoxyd. Die aus dieser Reaktion 
zu erwartende Tetracarbonsaure C,,H,,0, war nicht zu fassen. 
Nebenher geht eine zweite Reaktion, bei der Kohlendioxyd 
abgespalten wird. Ihr Produkt konnten wir in geringer Menge 
isolieren. Es ist eine ungesattigte Monoketotetracarbon- 
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- siure C,,H,,0,, deren Zusammensetzung anzeigt, daB auBer } 


\- (0, noch ein Mol. Wasser abgegeben worden ist. Wir nehmen : 
an, daB der zuerst entstandene Aldehyd mit einer reaktions- a Z 
ie fahigen Methylengruppe im Molekiil und zwar im Ring II sich 3 
in (© kondensiert hat. 
f CH, 
h Pt 
7 COUH CH | | 
a | 
HOOC CH CH-——C—CO CH a 
“a ie _ a + 
ie o—en, HOOC—O _|—CH 
i OCH CH CO CH,— —-CH—CH, 
a 


GH, OH, 





Was iiber Konstitution und Reaktion der Biliobansiure S 
durch die vorliegende Untersuchung bekannt geworden ist, 
steht mit den bisherigen Ergebnissen der Gallensiurechemie 
durchaus im Einklang. 





Die Darstellung der Biliobansaure. 4 
Die von Pringsheim angegebene Methode, die sehr | 
| schwankende Ausbeuten liefert, lieB sich in der Durchfithrung a. 
n- [— soweit verbessern, daB mit Sicherheit stets 10°/, der an- u 
e- JB gewandten Cholsiiure an reiner, umkrystallisierter Biliobansaure : f 
, fe gewonnen wurden. Cis 
re : Zu der Lésung von 10g Cholsiiure in 750 ccm 7°/, iger | 
rt, [& Kalilauge gibt man unter Umschiitteln 20 com Brom und er- au 
it. J warmt dann die klare Lésung eine Stunde lang auf dem Wasser- 4 
y- [— bad. Nach dem Erkalten filtriert man von einer dunklen Aus- . 
er [— scheidung ab und fallt dann unter Turbinieren durch vor- if 
sichtigen Zusatz von 2 n-Schwefelsiiure die Hauptprodukte der ie 
er [— Reaktion, schmierige, bromhaltige Siuren vor. Die triibe, aber i. 
ya J hell gewordene Fliissigkeit wird vor Eintritt der Kongoreaktion 7 
on — bgegossen, weiter angesiiuert und einige Tage zur Krystalli- | - 
mn. —& Sation stehen gelassen. Mit den abgeschiedenen Siuren der 7 
yd ff Vorfillung wiederholt man die Operation noch drei- bis viermal eg 
ge und erhilt so 30°/, des Einsatzes an krystallinischer, aber noch Le 
m- — ‘Stark verunreinigter Biliobansiure. Zur Ausfihrung der Fal- . | ; 
10* . ee 





148 Heinrich Wieland und Lew Fukelman, 


lung werden jeweils 10 Portionen vereinigt. Die rohe Siure 
wird aus siedendem 50-proz. Alkohol umkrystallisiert. Kip 
Viertel des Gelésten wird so in schéner Krystallisation er. 
halten; der Inhalt der Mutterlauge muB erneut durch frak. 
tionierte Fallung gereinigt werden. 

Zur Analyse wurde nochmals aus 50-proz. Alkohol um- 
krystallisiert. Die Biliobansiure erscheint in langen, feinen 
Nadeln, bisweilen haben wir sie auch in rhomboedrischen 
Prismen erhalten. Sie scheint dimorph zu sein. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 303° (unter Braunfarbung und 
Zersetzung); schon bei 285° wird die Substanz dunkel. Prings- 
heim gibt 285° als Zersetzungstemperatur an. 


0,1588 g Substanz gaben 0,3741 g CO, und 0,1140 g H,O; 0,1303 ¢ 
Substanz gaben 0,3177 g CO, und 0,0964 g H,0. 


C,,H,,0, (434). Ber. C 66,36 H 7,83 
Gef. ,, 66,36, 66,52 » 8,29, 8,27 
Titration: 0,1170 g verbrauchten 5,5 eem n/10-KOH. 
Aquivalent: Ber. 217 Gef. 213. 


Biliobansiure ist sehr schwer léslich in Ather, Benzol, 
Essigester, schwer in Athylalkohol, auch in der Hitze, leichter 
in siedendem Methylalkohol, aus dem sie besonders schon kry- 
stallisiert. Verdiinnter Alkohol nimmt die Saure in der Siede- 
hitze sehr leicht, in der Kialte schwer auf. Die unreine Siure 
ist in kochendem Wasser erheblich léslich, bildet vor allem 
leicht iibersittigte Lésungen, die reine wird nur in geringer 
Menge aufgenommen und kommt beim Erkalten der Lisung 
in sehr feinen, schillernden Nidelchen wieder heraus. 

Salze. Charakteristisch ist das prichtig krystallisierte 
Bariumsalz, das, in kalten Wasser schwer ldéslich, aus der 
heiBen Lésung von biliobansaurem Natrium nach Zugabe von 
Bariumchlorid beim Erkalten oder auch schon in der Hitze aus- 
krystallisiert. Das Natriumsalz fallt aus einer hei gesattigten 
alkoholischen Lésung der Saéiure mit der berechneten Menge 
alkoholischen Natriumiathylats krystallinisch aus. Es wurde 
zur Analyse bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


0,1707 g Substanz gaben 0,0496 g Na,SQ,. 
C.,H,,0,Na, (478). Ber. Na 9,62°/, Gef. Na 9,40°/,. 
Methylester der Biliobansaiure. 0,5 g der Saure 
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werden in 5 ccm Methylalkohol wie iiblich unter Kinleiten von 
Salzsiiuregas durch 3 stiindiges Kochen am RiickfluBkiihler ver- 
estert. Der beim Erkalten auskrystallisierte Methylester wird 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. Lange Nadeln vom Schmelz- 
punkt 186—187°. 

0,1668 g Substanz gaben 0,4137 g CO, und 0,1292 ¢ H,0. 

C,,H,.0, (462). Ber. © 67,53°/, H 8,22°/, 
Gef. ,, 67,66 » 8,66. 

Oxim der Biliobansaure. 0,2 g der Saure, in 5 com 
10°/,iger Natronlauge gelést, wurden mit 0,6 g Hydroxylamin- 
chlorhydrat 10 Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Die 
Lésung blieb 2 Tage in der Kalte stehen und lieB dann beim 
Ansiuern das Oxim in quantitativer Menge in feinen Nadeln 
ausfallen. Zur weiteren Reinigung léste man in Alkohol, ver- 
diinnte heiB mit dem gleichen Volumen Wasser und erhielt 
dann aus der beim Erkalten entstehenden steifen, glasklaren 
Gallerte nach dem Stehen iiber Nacht das Oxim in schénen 
einheitlichen Nadeln vom Schmelzp. 196°. Die Analyse zeigte, 
daB nur eine Ketogruppe oximiert worden ist. 

6,308 mg Substanz gaben 0,195 cem N (22,5°, 751 mm). 

C.,.H;,0,N (449). Ber. N 9,62°/, Gef. N 9,40°,. 


Isociliansaure. 


1 g Biliobansiure wird im Reagenzglas mit 6 ccm Salpeter- 
siure tibergossen; es tritt Lésung ein. Beim Erhitzen im 
siedenden Wasserbad beginnt bald die Entwicklung von Stick- 
stoffdioxyd, nach 2 Stunden triibt sich die Lésung. Nachdem 
man 4 Stunden erhitzt hat, 1a4Bt man erkalten und saugt nach 


: halbtigigem Stehen den Krystallbrei des Reaktionsproduktes 


ab, den man mit Wasser auswischt. Aus der Salpetersiure- 
Mutterlauge l4Bt sich eine kleine Nachausbeute erhalten, im 
ganzen gewinnt man 40°/, an Isociliansiure. Zur Analyse 


: wurde die schon nahezu reine Séure aus 50-proz. Alkohol um- 
» kcystallisiert. Schmelzp. 316—317° unter Briunung und Zer- 


setzung. 
0,1562 g Substanz gaben 0,3439 g CO, und 0,1062 g H,0O. 
C,,H5,0, (482). Ber. C 59,75, H 7,05% 
Gef. ,, 60,06 » 7,60, 
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Titration: 0,0829 g verbrauchten 6,86 cem n/10-KOH. 
Aquivalent (4 basisch). Ber. 120,5 Gef. 121. 


Die Isociliansiure ist in den meisten Lésungsmitteln sehy 
schwer léslich. In kochendem Wasser lést sie sich im Ver- 
hiltnis 1:500. Sie krystallisiert in langen verhitzten Nadeln, 
Ihr gut krystallisiertes Bariumsalz laBt sich aus heiBem Wasser 
umkrystallisieren. Ebensowenig wie die Ciliansiiure hat die 
Isosiure bei der Brenzreaktion ein definiertes Zersetzungs- 
produkt gegeben. Ihre auSerordentliche Bestiindigkeit gegeniiber 
Oxydationsmitteln ist schon erwihnt worden. 


Isociliansaure als direktes Oxydationsprodukt der Cholsiure. 
(Bearbeitet von O. Schlichting.) 


Sie entsteht neben der Biloidansiure als einziges kry- 
stallisiertes Abbauprodukt der Cholsiure mit rauchender Sal- 
petersiure. Zur Trennung der beiden Siuren kann man sich 
der geringeren Léslichkeit der Isociliansiure in Wasser be- 
dienen. Am besten gewinnt man sie aus den zum Sirup ein- 
gedampften Mutterlaugen dieser Oxydation, die, in etwa der 
10 fachen Menge Wasser aufgenommen, nach einigen ‘Tagen 
die feinen Nadeln der Isociliansiiure auskrystallisieren lassen. 
Eigenschaften wie beschrieben. 

0,1521 g Substanz gaben 0,3341 g CO, u. 0,1002 g H,O. 


0,1490 g = »  O,3259¢ , 4 0,0967¢ ,, . 
C.H,,0,0. Ber, C 59,75°/, H 7,05°/, 
Gef. ,, 59,93, 59,67 99 «tg t, 1,26. 


0,1484 g Substanz verbrauchten 11,73 cem n/10-NaOQH; 0,2804 g Sub- 
stanz 23,52 ccm n/10-NaQH. 

Aquivalent 122, 119; ber. 120,5. 

Spezifische Drehung. 1°/, alkohol. Lésung. Abgelesener Winkel 
(dm-Rohr) = — 0,272° [o]ne == — 27,2°, 

Neutraler Methylester. 0,8 g Saure, in 10 com Methyl- 
alkohol suspendiert, lieferten beim Einleiten von Salzsiuregas 
einen krystallisierten sauren Ester, der mit Diazomethan in 
Ather weiter methyliert wurde. Der neutrale Ester ist in 
Ather ziemlich schwer ldslich und 1a8t sich aus heiBem Methy!- 
alkohol in schénen, langen Nadeln rein erhalten. Schmelz: 
punkt 187—188°, 
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3,705 mg Substanz gaben 8,433 mg CO, u. 2,720 mg H,O; 0,1515 g 
Substanz gaben (nach Zeisel) 0,2673 g AgJ. 
C.3H 2916 (538). Ber. C 62,45 °/, H 7,81 °/, OCH, 23,05 °/, 
Gef. ,, 62,09 » a » 28,29 


Isociliansaure und konz. Schwefelsaure. 


Nach der in der XIV. Abhandlung?) beschriebenen Me- 
thode wurden je 0,5 g Isociliansiure mit konz. Schwefelsiure 
umgesetzt. Der ProzeB verliuft fast vollkommen gleich wie 
bei der Ciliansiure, erst bei 100% Es wurden im CO,-Strom 
70°/, eines Mol. CO aufgefangen, das Kohlendioxyd, das, in 
einem besonderen Versuch bestimmt, gleichzeitig abgespalten 
wird, macht, wie bei der Ciliansiure ziemlich genau ein Mol. 
aus (0,0448 g CO,, ber. 0,0456). Die gleichzeitige Oxydations- 
wirkung der Schwefelsiiure ist sehr gering. 

Nach etwa einstiindiger Einwirkungsdauer wurden die 
Reaktionslésungen in Wasser eingegossen. Der auf dem Filter 
gesammelte Niederschlag liefert nach mehrfachem Umkrystalli- 
sieren aus 50-proz. Alkohol die ungesattigte Siure C,,H,,O, 
in gut ausgebildeten Krystallen. Schmelzp. 320—321°% Man 
kann auch das Rohprodukt in der nétigen Menge Lauge lésen 
und aus dieser Lésung durch fraktioniertes Ausfiillen in der Siede- 
hitze die neue Saure direkt krystallisiert erhalten. Da sie als 
schwiachste Séure zuerst fallt, muB die zugesetzte Mineralsiiure 
sorgfiltig bemessen werden. 


3,890 mg Substanz gaben 9,395 mg CO, und 2,699 mg H,0O. 


4,398mg  ,, » 11,958mg ,, ,, 3,400mg ,,. 
3,883 mg sé, » 9,395mg ,, ,, 2,603mg ,,. 
CsH5,0; (420). 
Ber. C 65,71 °/, H 7,62°/, 
-Gef. ,, 65,80, 65,40, 66,00°/, y 1,16, 7,62, 7,50°/, 
Titration: 0,0683 g Substanz verbrauchten 4,67 cem n/10-KOH. 
Aquivalent: Ber. 140 Gef. 146 


Die Saiure ist gegen Permanganat unbestiindig. Mit ihrer 
ungesattigten Natur steht auch im Kinklang, daB sie mit Essig- 
sdureanhydrid — konz. Schwefelsiure eine griinlichgelbe, mit 


| Fluorescenz verbundene Farbung gibt. 


') Diese Zs. Bd. 123, 8S. 229 (1922). 

















Beitrag zur Kenntnis der Spaltungsprodukte des Leims. 
Von 


WIL. Gulewitsch. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der 1. Universitét Moskau und aus der 
Abteilung fiir biologische Chemie des Russischen wissenschaftlichen chemischen Lnstituts,) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, Mai 1923.) 





Zwecks der Gewinnung einiger Spaltungsprodukte der 
KiweiBstoffe habe ich 2900 g Gelatine Extra-W-J 8 Stunden 
lang im Paraffinbade mit einer Mischung von 7250 g Schwefel- 
siure und 141/, Liter Wasser am RiickfluBkiihler gekocht. Un- 
mittelbar nach dem Vermischen der Gelatine mit der Schwefel- 
siiure lieB sich ein starker Geruch nach Schwefligsiureanhydrid 
erkennen, dessen Gegenwart in dem entweichenden Gase durch 
die entsprechenden Reaktionen bewiesen wurde; die schwellige 
Saure ist gewiB als eine bei der fabrikmiBigen Darstellung der 
Gelatine iibrig gebliebene Beimischung zu betrachten. 

Kin Teil des Hydrolysats wurde mit 11/, Volumen Wasser 
verdinnt und der Destillation unterworfen. Im Destillate 
waren weder Phenole, noch Indol zu finden; auch keine neu- 
tralen in Ather léslichen Kérper waren hier enthalten. Der 
Gehalt des Destillates an fliichtigen Sduren (auch den wahrend 
der Hydrolyse nicht entwichenen ‘Teil des Schwefligsiure- 
anhydrids inbegriffen) auf die ganze Menge des gespaltenen 
Leims umgerechnet entsprach nur 0,7 g Essigsdure. 

Das Hydrolysat teilte ich nun in drei Portionen und 
machte jede mit gelischtem Kalk beinahe neutral. Der 
enorme Niederschlag von Kalksulfat wurde mit Hilfe der 
Kosselschen Vorrichtung abgesaugt und sorgfaltig mit Wasser 
ausgelaugt. Die Filtrate samt den Waschwassern wurden bel 
schwach saurer Reaktion auf etwa 15 Liter eingeengt, unter Zu- 
satz von Magnesiumoxyd in einem Vakuumapparat bei 50—60° 
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destilliert, solange eine Probe der zu destillierenden Fliissigkeit 
eine nennenswerte Ammoniakmenge beim Kochen mit Magnesium- 
oxyd lieferte und die Destillate in einer verdiinnten Schwefel- 
siurelésung aufgefangen. In den vereinigten Destillaten stumpfte 
ich den gréBten Teil der Schwefelsiiure mit Natronlauge ab, dampfte 
die Flissigkeit auf 3 Liter ein, machte mit Natronlauge alkalisch, 
destillierte nochmals und nahm das Destillat in Salzsiure auf. 
Die saure Flissigkeit wurde zur Trockne eingedampft und die 
iibrig gebliebene weiBe krystallinische Masse mit Alkohol aus- 
gekocht. Die Ausziige wurden nach dem Erkalten von dem 
griBtenteils ungelést gebliebenen Ammoniumchlorid abfiltriert, 
zur ‘lrockne eingedampft und der erhaltene Riickstand mit 
Alkohol nochmals ausgekocht. Die nach dem Erkalten filtrierte 
Fliissigkeit wurde mit 20°/, iger absolut-alkoholischer Lésung 
der Platinchlorwasserstoffsiure gefallt, der entstandene Nieder- 
schlag (Nr. 1) abfiltriert, mit Alkohol ausgewaschen, getrocknet 
und mit siedendem Wasser ausgezogen. Die eingeengten Aus- 
ziige schieden nach dem Erkalten kleine gelborange oktaedrische 
Krystillchen (Nr. 2) aus, welche abfiltriert und ausgewaschen 


wurden. 
I. 1,0257 g der bei 115° getrockneten Substanz gaben beim Glihen 
0,4516 g Pt. 


Ber. fiir Gef, 
(NH,Cl),PtCl, I 
Pt 43,96 °/, 44,03°/, 


Aus der beim Krystallisieren des Ammoniumplatinchlorids 
(Nr. 2) erhaltenen Mutterlauge schieden sich beim Verdunsten 
auf einem Uhrglase ausschlieBlich die Krystalle von Ammonium- 
platinchlorid ohne eine Beimengung von irgendeinem anderen 
Platinchloriddoppelsalze. Das alkoholische Filtrat vom Nieder- 
schlag Nr. 1 wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt; die ab- 
filtrierte und etwas eingedampfte Fliissigkeit lieferte keinen 
Niederschlag beim Vermischen mit einer Phosphorwolfram- 
siurelésung. 

Somit lieBen sich bei der Hydrolyse des Leims keine 
liichtigen Basen auBer dem Ammoniak finden. 

Die vom Ammoniak befreiten Hydrolysate wurden mit 
gelischtem Kalk versetzt, die voluminésen Niederschlage von 
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Magnesiumhydroxyd abgesaugt, sowohl diese, wie auch alle 
anderen weiter unten erwahnten Niederschlige mit Wasser 
sorgfaltig ausgezogen bzw. ausgewaschen, die Filtrate samt 
den Waschwissern mit Kohlensiiure gesattigt und gekocht, um 
die Kalksalze der entstandenen Carbaminosiuren zu zerlegen, 
die filtrierten Fliissigkeiten mit Salpetersiure neutralisiert, auf 
je 3 Liter eingeengt und dann nach Kossels!) Verfahren mit 
Silbernitrat versetzt, wobei die Kntstehung einer gelblichbraunen 
Fallung bei der Tipfelprobe mit Barytwasser als Indikator 
diente. Dazu wurden 1350 g Silbernitrat verbraucht, welches 
als 20°/,ige Lésung verwendet war. Der bei der neutralen 
Reaktion erzeugte Niederschlag wurde abfiltriert und aus dem 
Filtrate durch Hinzufiigen von Bariumhydroxyd auf die iibliche 
Weise ein voluminéser Niederschlag von Silberverbindungen 
erhalten, welcher abgesaugt und in méglichst wenig (verdiinnter) 
Salpetersiure aufgelést wurde. Die Lésung machte ich mit 
Barytwasser schwach sauer, fiigte Bariumcarbonat zu, erwirmte 
die Fliissigkeit zunichst im Wasserbade, kochte dann einmal 
auf, filtrierte nach dem Erkalten und entfernte auf diese Weise 
die Silberverbindung des Histidins.’) 

Aus dem Filtrat wurde Barium mit Schwefelsiiure genau 
ausgefallt, die Fliissigkeit zur Sirupdicke eingedampft, die aus- 
geschiedenen Krystalle von saurem d-Argininsilbernitrat ab- 
gesaugt und mit Alkohol ausgewaschen. Das Filtrat lieferte 
nach dem EKindampfen noch zwei Portionen desselben Salzes, 
welche ebenfalls abgesaugt und mit Alkohol ausgewaschen 
wurden. 

Aus der heiBen wiBrigen Lésung von 248 g dieses Doppel- 
salzes wurden beim Erkalten einige Fraktionen erhalten, welche 
in den fiir das Salz charakteristischen strahligen weiBen un- 
durchsichtigen Drusen von langen und sehr diinnen Nadeln 
krystallisierten. Aus der letzten Mutterlauge schied sich am 
Boden der Krystallisierschale auBer den nadelf6rmigen Kry- 
stallen eine geringe Menge einer derben krystallinischen Masse 
aus. Die Flissigkeit, welche einen Uberschu8 von Silbernitrat 


1) ids Kossel, Diese Zs. Bd. 25, S. 179 (1898). 
*) A. Kossel und H. Pringle, Diese Zs. Bd. 49, 8. 318 (1906). 
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enthielt, wurde samt den Krystallen mit Wasser verdiinnt und 
mit Barythydrat gefillt, der entstandene Niederschlag abgesaugt, 
ausgewaschen und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Die von 
Silbersulfid abfiltrierte stark alkalisch reagierende Fliissigkeit 
wurde mit Salpetersiure neutralisiert und eingedampft. Beim 
Stehen der Liésung schieden sich ziemlich groBe knisternde 
prismatische Krystalle (Nr. 3) aus, von den Drusen des d-Ar- 
gininnitrats ganz verschieden, welches bekanntlich in kreide- 
artigen Scheiben krystallisiert, deren Rinder meistens stark 
nach innen gebogen sind. Die Krystalle Nr. 3 wurden ab- 
gesaugt, mit 30°/,igem Alkohol ausgewaschen und aus heiBem 
Wasser unter Zufiigen von Tierkohle umkrystallisiert, die aus- 
geschiedenen groBen Drusen von prismatischen Krystallen ab- 
gesaugt und mit Wasser abgespiilt. Die erhaltenen 51/, g 
wurden nochmals aus heiBem Wasser umkrystallisiert. Die 
auf diese Weise gewonnene Substanz enthielt kein Krystall- 
wasser. 

If. 2,3923 g der zwischen Filtrierpapier abgeprebten Substanz ver- 
loren bei 115° 0,0047 g, was 0,2°/, ausmacht. 

I{I. 0,2953 g der bei 115° getrockneten Substanz gaben 76,3 eem 
feuchten N, (14,5°; 741 mm Bar.) 

IV. 0,4420 g lieferten bei der Bestimmung des Salpetersiiuregehaltes 
nach dem Nitronverfahren 0,6980 g Nitronnitrat. 


Ber. fiir Gef. 
C,H,,N,0O,-HNO, Ill 1V 
N 29,5 °/, 29,49/, on 
HNO, 26,6 “ 26,59/, 


Die erhaltene Substanz hatte keinen bestimmten Ge- 
schmack und schmolz im Rothschen Apparate bei 222° unter 
Zersetzen. 

V. Die wiaBrige Lésung (c = 7,64°/,) drehte im 2-dm-Rohre die 
Polarisationsebene des Natriumlichtes nur um + 0,025°, was [a], = + 0,16° 
entsprechen wiirde. 

Somit war die Substanz optisch inaktiv und die sehr 
schwache beobachtete Drehung, welche fast die Grenzen des 
Beobachtungsfehlers nicht tiberschritt, wurde zweifellos durch 
elne winzige Beimischung von d-Argininnitrat hervorgerufen. 

Die beiden beim Umkrystallisieren der analysierten Sub- 
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stanz (Nr. 3) erhaltenen Mutterlaugen wurden vereinigt und 
mit Kupfercarbonat gekocht. Die dunkelblaue Lésung schied 
nach dem Kinengen und Erkalten eine dichte Masse von korn- 
blumenfarbigen Rosetten aus, welche aus Nadeln und Trichiten 
mit paralleler Ausléschung des Lichts, — der Lange nach, be- 
standen. Die aus heiBem Wasser umkrystallisierte Substanz 
wurde analysiert. 


VI. 1,0333 g der zwischen Filtrierpapier abgepreBten Substanz ver- 
loren bei 113° 0,0388 g an Gewicht. 


Ber. fiir Gef. 
(C,H, ,N,O,).*Cu(NO,), + 1'/, H,O VI 
H,0O 4,0°%, 3,8 */o 
VII. 0,1807 g wasserfreies Salz lieferten beim Gliithen 0,0266 g CuO. 
Ber. fiir Gef. 
(C,H,,N,O,).*Cu(NO,), Vil 
Cu 11,9°/, 11,8°/, 


Im Thieleschen Apparate schmolz die Substanz bei 
227° (korr.) unter starkem Zersetzen. 

Kin Teil des Salzes Nr. 3 wurde ebenfalls in das Kupfer- 
salz iibergefiihrt, dessen Krystalle abgesaugt und mit Wasser 
abgespilt wurden. 


VIII. 0,5244 g der zwischen Filtrierpapier abgepreBten Substanz 
verloren bei 115° 0,0201 g an Gewicht. 


Ber. fiir Gef. 
(C,H, 4N,O,),*Cu(NO,), + 11/,H,O Vill 
H,0 4,0°/, 3,8 °/5 





Das neue Produkt der Leimhydrolyse hat die Zusammen- 
setzung und die Kigenschaften des razemischen Arginins. Das 
dl-Argininnitrat krystallisiert wasserfrei1) in vierseitigen Saulen 
bzw. Tafeln. Bei 206° bickt es zusammen. Der Schmelz- 
punkt wird verschiedenartig angegeben: 211°!) 217°?) 218° 
(unkorr.),*) im Maquenneschen Blocke gegen 230°4); das von 





) Fr. Kutscher, Diese Zs. Bd. 28, S. 90 (1899). 

*) O. Riesser, Diese Zs. Bd. 49, S. 224 (1906). 

*) A. Kossel und F. Weiss, Diese Zs. Bd. 59, S. 495 (1909). 

*) 8. P.L. Sérensen, Abderhaldens Biochem. Handlex. Bd. 4, 5.632. 
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mir isolierte Nitrat schmolz unter Zersetzung bei 222°, wobei 
der ganze Quecksilberfaden durchgewirmt wurde. Das saure 
di-Argininsilbernitrat scheidet sich!) wie auch das von mir 
isolierte Salz als eine am Boden des KrystallisiergefiBes 
haftende Krystallmasse, welche sich in ihrem Aussehen deut- 
lich von den weiBen Nadeln des sauren Argininsilbernitrats 
unterscheidet. Das di-Argininkupfernitrat bildet blaue Krystalle, 
welche bei 226°?) bzw. 228—229°%) schmelzen; das von mir 
dargestellte Salz schmolz bei 227°. Nur im Krystallwasser- 
gehalt des Kupfernitratdoppelsalzes besteht ein Unterschied: 
ich habe 17/, Molekiil Krystallwasser gefunden, wahrend 
Riesser’) den Krystallwassergehalt zu 3 Mol. und Schenck?) 
zu 2 Mol. angegeben haben, aber gerade der Krystallwasser- 
gehalt der Kupfersalze von Aminosiuren kann bekanntlich 
bedeutend schwanken; die Verinderlichkeit des Krystallwasser- 
gehaltes zeigt auch das Kupfernitratdoppelsalz sowohl des 
d-,4) wie auch des d/-Arginins (Riesser, Schenck). 

Um den von mir isolierten Kérper mit di-Arginin ver- 
gleichen zu kénnen, habe ich d/-Arginin nach Kutschers') 
Verfahren dargestellt: d-Argininnitrat wurde bei 80° entwissert 
und dann 15 Minuten lang bei 210—220° erwirmt; die ge- 
schmolzene Masse wurde in Wasser gelést, mit Silbernitrat 
und Bariumhydroxyd gefallt, der Niederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, die Lisung mit Salpetersiiure neutralisiert 
und mit Kupfercarbonat gekocht. Das aus der eingeengten 
Lisung ausgeschiedene Salz wurde nochmals aus _ heiBem 
Wasser umkrystallisiert. Es schieden sich Rosetten von 
genau demselben Aussehen wie die aus dem Leimhydrolysate 
erhaltenen aus. Beim Krystallisieren auf dem Objekttriger 
aus einem Tropfen heiBer Lésung lieferten die beiden Pri- 
parate ganz identische sternférmige Drusen von diinnen Nadeln 
mit paralleler Ausliéschung des Lichtes, — der Linge nach. Die 





) Fr. Kutscher, Diese Zs. Bd. 26, 8. 114 (1898). 

*) M. Schenck, Diese Zs. Bd. 43, 8. 73 (1904). 

5) O. Riesser, Diese Zs. Bd. 49, S. 223 (1906). 

‘) Wl. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 27, S. 197 (1899). 
’) Fr. Kutscher, Diese Zs. Bd. 32, S. 478 (1901). 
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Mutterlauge vom umkrystallisierten Kupfernitratdoppelsalze, 
das aus dem durch Erhitzen razemisierten Arginin dargestellt 
wurde, lieferte nach dem Zerlegen mit Schwefelwasserstoff eine 
Lésung des Argininnitrats, welches sich als optisch inaktiy 
erwiesen hat. 


IX. Die Lésung (ce = 1,2°/,) drehte im 1-dm-Rohre die Polari- 
sationsebene nur um — 0,01°/). 


Das razemische Arginin wurde zum ersten Male von 
Kutscher’) zwischen den Produkten der tryptischen Ver- 
dauung des Fibrins aufgefunden. Cathcart?) beobachtete 
die Bildung des dl-Arginins bei der Spaltung des Fibrins 
durch das Urotrypsin und bei der Spaltung des Blutserums 
durch die a-Milzprotease. Aus den anderen nativen Eiweif- 
stoffen*) wurde das razemische Arginin noch nicht erhalten 
und speziell wurde die Bildung desselben bei der hydro- 
lytischen Spaltung der nativen Proteine durch Mineralsiuren 
noch nicht beobachtet. Die Vermutung, daB sich im Lein- 
molekiil Radikale des di-Arginins vorfinden, ist nicht annehm- 
bar; bei weitem wahrscheinlicher ist, daB die Razemisierung 
des d-Arginins erst durch die Erwirmung mit Schwefelsiure 
stattgefunden hat. Riesser (a.a.0O.) hat die Razemisierung 
des Arginins durch die 33 stiindige Erwirmung desselben mit 
50°/,iger Schwefelsiure hervorgerufen und es ist wohl még- 
lich, daB sich eine geringe Menge von d/-Arginin auch bei der 
hydrolytischen Spaltung der nativen EiweiBstoffe durch Mineral- 
siuren bilden kann, wo dasselbe bis jetzt vermiBt wurde. 





1) Fr. Kutscher, Diese Zs. Bd. 26, S. 114 (1898). 

?) E. P. Cathcart, Abderhaldens Biochem. Handlex. Bd. 4, S. 624. 

8) A. Kossel und F. Weiss (a. a. 0.) haben gefunden, daB bei der 
Razemisierung der EiweiBstoffe durch die Einwirkung von Alkalien auch 
die Arginingruppe razemisiert wird. Bei der Hydrolyse des razemisierten 
Caseins und der razemisierten Caseose haben H. D. Dakin und 
H. W. Dudley ebenfalls dJ-Arginin erhalten (Abderhaldens Biochen. 
Handlex. Bd. 9, S. 124). 
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Die Aminosiuren des Zein. 
Von 


H. D. Dakin. 


(Scarborough-on-Hudson N. Y.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6.Mai 1923.) 


Die genaue ‘Trennung und Bestimmung der bei der Hydro- 
lyse der Proteine gebildeten Produkte bietet noch ein Problem, 
das keineswegs gelést ist, obgleich in den letzten Jahren ein 
betrichtlicher Fortschritt gemacht wurde. Insbesondere sind 
die auBerordentlich genauen Bestimmungen der aus den Prota- 
minen gewonnenen Bausteine, die mein verehrter Lehrer, Prof. 
Albrecht Kossel, ausgefiihrt hat, in ihrer Art vorbildlich, 
und es ist sehr wiinschenswert, ebenso genaue Kenntnis von 
den Bausteinen der komplizierteren Proteine zu erhalten. 

Die vorliegende Veréffentlichung handelt von einigen der 
aus dem alkoholléslichen Protein, Zein, erhaltenen Aminosiauren. 
Ks mag bemerkt werden, daB des Verfassers urspriingliche 
Absicht bei der Aufnahme des Studiums des Zeins war, zu 
sehen, ob es méglich wire, gewisse heterocyclische Gruppen 
im Protein durch die Einwirkung von Natrium in alkoholischer 
Lésung zu reduzieren und cyclische Basen zu erhalten, welche 
auf die Molekularstruktur des Proteins Licht werfen kénnten. 
Es mu8 eingestanden werden, daB die Resultate bisher nicht 
ermutigend sind. 

Kine Reihe von Untersuchungen der Aminosiuren des 
Zein sind schon verdffentlicht worden. Die kleinen Mengen 
von Histidin und Arginin sind von Kossel und Kutscher?) 





’) Kossel, A. u. Kutscher, F., Diese Zs. Bd. 31, 2, S. 165 (1901). 
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bestimmt worden und die Abwesenheit von Lysin wurde auch 
festgestellt. Diese Resultate wurden auch von Osborne und 
seinen Mitarbeitern bestitigt. Die besten und vollstindigsten 
Bestimmungen der Monaminosiuren verdanken wir auch Os. 
borne?)*). Die vorliegende Veréffentlichung handelt von einer 
Nachpriifung der Monaminosiuren und benutzt einige der 
neueren Methoden zur Trennung von Aminosiuren. In neueren 
Abhandlungen hat der Verfasser gezeigt, daB ziemlich genaue 
Trennungen von Aminosiuren erreicht werden konnten durch 
Benutzung von teilweise mischbaren Lésungsmitteln wie Butyl- 
alkohol. Unter geeigneten Bedingungen werden die schwach 
ionisierten Monaminosiuren zusammen mit Prolin und Oxy- 
prolin gut extrahiert, wiihrend die stark ionisierten basischen 
und Dicarbonséuren zuriickbleiben. Die letzte Anwendung der 
Methode betraf die Aminosiuren des Leims*) und die vorlie- 
genden Untersuchungen gleichen den friiheren in vieler Hin- 
sicht, obgleich die genaue Trennung der einzelnen Substanzen 
hiufig verschieden war. 

Das Zein wurde nach der von Osborne beschriebenen 
Methode dargestellt aus Getreidekleber, der in freundlicher 
Weise von der Corn Products Refining Company zur Ver- 
fiigung gestellt wurde. 

Hydrolyse. Die Bedingungen der Hydrolyse waren die- 
selben, wie die beim Leim angewandten. Lufttrockenes Zein 
(500 g) wurde 20 Stunden mit Schwefelsiure (600 g) und Wasser 
(1300 ccm) gekocht, die Lésung in einem Porzellanbecher iiber- 
gefiihrt und 8 Stunden bei 135° im Autoklaven erhitzt. Die 
Flissigkeit wurde dann verdiinnt, mit Bariumhydroxyd ver- 
setzt bis Kongopapier sich gerade nicht mehr blau farbte, das 
Bariumsulfat durch Filtrieren entfernt, wiederholt ausgewaschen, 
das Filtrat unter vermindertem Druck zu einem diinnen Sirup 
konzentriert und auf ein bekanntes Volumen gebracht. Stick- 





1) Osborne, T. B. u. Clapp S. H., Amer. Journ. Physiol. Bd. 20), 
S. 477 (1907). 
2) Osborne T. B. u. Liddle L. M., Amer. Journ. Physiol. Bd. 26, 


S. 295 (1910). 
8) Dakin, H. D., Jl. of. Biol. Chem. Bd. 44, S. 499 (1920). 
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sioffbestimmungen ergaben die Menge des vorhandenen Zein, 
da die Lésung noch sauer und kein Verlust von Ammoniak 
vorgekommen war. Aliquote Mengen dieser Liésung wurden 
benutzt zu verschiedenen Extraktionsversuchen. 

Um Platz zu sparen, mag, wenn nichts anderes bemerkt 
wird, angenommen werden, da die Versuchsbedingungen im 
wesentlichen identisch sind mit jenen bei der Leimanalyse an- 
gewendeten. 


Aminosauren durch Butylalkohol extrahiert. 


Die Lésung wurde durch Erwirmen mit einem UberschuB 
von Bariumearbonat annihernd neutralisiert und dann unter 
gewohnlichem Druck mit Butylalkohol extrahiert. Die festen 
Aminosiiuren schieden sich in feinkérniger Form ab und wurden 
von Zeit zu Zeit abfiltriert, bis nach einer erneuerten 12 stiin- 
digen Extraktion praktisch nichts mehr erhalten wurde. Das 
Butylalkoholfiltrat der festen Monaminosiiuren enthielt noch 
etwas von letzteren, sowohl gelést wie in Verbindung mit 
Prolin. Deswegen wurde es einer Dampfdestillation unter- 
worfen und in einem Autoklaven mit 25°/, Schwefelsiure bei 
140° erhitzt. Nach Entfernung der Schwefelsiure und Kon- 
zentration wurden die beigemengten Aminosiuren durch abso- 
luten Alkohol auf die gewéhnliche Weise von Prolin getrennt, 
Im besten Versuch wurde eine Gesamtausbeute von 60,3 g 
fester Aminosiuren aus 113 g Zein erhalten, entsprechend 
53,4°/,. Dieses Aminosiurengemisch enthielt 9,85°/, Stick- 
stoff und zwar ausschlieBlich NH,-Stickstoff. Oxyprolin, welches 
sich in dieser Fraktion hatte finden miissen, war daher nicht 
vorhanden. Polarimetrische und Stickstoffbestimmungen der 
lislichsten Fraktionen der Aminosiuren bestitigten diesen 
Befund. Die wie beschrieben abgetrennten Monaminosduren 
wurden zusammen mit ahnlichen Darstellungen fiir die Be- 
stimmungen von Tyrosin, Phenylalanin und den aliphatischen 
Aminosiiuren benutzt. 

Tyrosin. Es ist eine merkwiirdige Tatsache, wie schon 
Osborne bemerkte, daB die Trennung des Tyrosins aus einer 
Zeinhydrolyse in annihernd quantitativer Ausbeute iiberraschend 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXX. 11 
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schwierig ist. Dieselben Bedingungen herrschen auch dann, 
wenn die Monaminosiuren durch Butylalkohol von den Basen 
und Dicarbonsiuren getrennt worden sind. Es ist nicht un- 
wahrscheinlich, da8 die Anwesenheit groBer Mengen von Phenyl- 
alanin die Ursache der erhdhten Léslichkeit des Tyrosins ist, 
Die Léslichkeit von Substanzen, die starke Tyrosinreaktionen 
geben in miBig konzentriertem Alkohol, fihrte zuerst zu dem 
Verdacht, da eine isomere Substanz, méglicherweise Meta- 
tyrosin, anwesend sein méchte. Weitere Untersuchungen be- 
stitigten diese Annahme nicht. 

Nach einer Anzahl von Versuchen fand man, da’ eine 
gute Bestimmung des nicht durch direkte Krystallisation ab- 
trennbaren T'yrosins sich auf die Tatsache griinden lief, dag 
es durch die Kinwirkung von Kaliumcyanat fast quantitatiy 
in Uraminsiiure verwandelt werden konnte, welche sich wit 
Ather extrahieren laBt und im Gegensatz zu anderen iither- 
extrahierbaren Uraminosiuren in Wasser sehr ldéslich ist. 
Wenn man die wasserlésliche Uraminosiurelésung mit heiben 
verdiinnter Salzsiiure behandelt, entsteht leicht das ‘uBerst 
wenig lésliche p-Oxybenzylhydantoin, welches sich leicht durch 
Krystallisation reinigen laBt. Im einzelnen verlief ein Ver- 
such folgendermaBen: 10 g des Gemisches der Monaminosiuren, 
gleich 18,7 g Zein, wurden mit Eisessig (50 ccm) zum Kochen 
erhitzt und dann mit Alkohol (50 ccm) versetzt. Der Riick- 
stand wurde abfiltriert und mit alkoholischer Essigsiure aus- 
gewaschen, dann mit 10 ccm Wasser gekocht und nach Ab- 
kiihlen abfiltriert. Auf diese Weise wurde 0,60 ¢ optisch reines 
Tyrosin abgeschieden. Die vereinigten Filtrate wurden in 
Vakuum konzentriert, der Riickstand in Wasser gelést, mit 
Natriumcarbonat neutralisiert und dann eine Stunde mit all- 
mahlich zugefiigtem Kaliumcyanat (8 g) gelinde erwirmt. Die 
Lésung wurde dann mit Schwefelséure gerade kongosauer ge- 
macht. Auf diese Weise lieBen sich 8,8 g Uraminosiuren, meist 
aus Leucin und Phenylalanin herstammend, trennen und ab- 
filtrieren. Das Filtrat (70 ccm) wurde dann 3 Tage lang in 
einem Atherextraktionsapparat extrahiert, der Atherriickstand 
in Wasser (10 ccm) gelést, wobei eine geringe Abscheidung 
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yon Krystallen erfolgte, die abfiltriert wurden. Das Filtrat 
wurde dann mit verdiinnter Salzsiure verdunstet, mit Wasser 
aufgenommen und zum Krystallisieren stehen gelassen. Die 
Krystalle (0,61 g) ergaben nach dem Umkrystallisieren aus 
sehr wenig kochendem Wasser 0,44 g reines Oxybenzylhydan- 
toin, Schmelzp. 259—261.‘) Das erhaltene Hydantoin ent- 
spricht 0,386 g Tyrosin, was eine Gesamtausbeute von 0,986 g 
oder 5,3 °/, ergibt. Dieses Ergebnis stimmt gut iiberein mit 
den colorimetrischen Bestimmungen von Folin und Looney?) 
nimlich 5,5—5,6 °/). 

Alanin, Leucin, Phenylalanin usw. Das Gemisch 
von Monaminosiuren (53,4 g), mit Butylalkohol abgetrennt, 
entsprechend 100g Zein, wurde nach Levene und Van 
Slykes*) Methode in Athylester iibergefiihrt. Der Veresterungs- 
prozeB wurde dreimal wiederholt und die vereinigten Ester 
durch Fraktionierung in drei Teile geteilt: a) bis 60° bei 
10 mm Druck; b) auf dem Wasserbad destilliert bei 2—3 mm 
Druck; c) nicht destillierter Riickstand. Wenn nicht anders 
angegeben, wurden die Ester hydrolisiert und die Sauren in 
der gewohnlichen Weise getrennt. 

Fraktion a) gab 2,6 ¢ Alanin zusammen mit 0,7 g einer 
hdheren Aminosiure, welche [@],, = + 12,0°in 20°/, iger Salzsiure 
zeigte, bei 295° schmolz und ein Hydantoin vom Schmelz- 
punkt 218—219° ergab. Es war |-Leucin, das eine kleine 
Menge der razemischen Form enthielt, aber kein Valin. 

Fraktion b) gab 20,7 g l-Leucin (@],, = + 13,15° in 20 °/,- 
iger Salzsiure) und 6,5 g eines Gemisches, welches Leucin und 
Alanin im annahernden Verhiltnis von 2:1 enthielt. Weder 
die polarimetrische noch die chemische Untersuchung ergaben 
einen Hinweis auf die Anwesenheit von Isoleucin oder Valin. 
Die Gesamtausbeute an Alanin und Leucin scheint nahe an 
3,8 und 25,0 zu sein. 

') Dakin, H. D. Amer. Chem. Journ. Bd. 44, 8. 48 (1910). 

?) Folin, O. u. Looney, J. M., Journ. of Biol. Chem. Bd. 51, 421 
(1922), 

3 Levene, P. A. u. Van Slyke, D. D., Journ. of Biol. Chem. 
Bd. VI, S. 419 (1909). 
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Fraktion c) wurde getrennt in eine atherlésliche und eine 
wasserlésliche Fraktion. Die erstere ergab bei der Hydrolyse 
Aminosauren entsprechend 10,1 g Phenylalanin, wovon 7,2 ¢ 
reine Aminosiure abgetrennt wurde. Eine bequeme Methode 
fiir die endgiiltige Reinigung des Phenylalanins, die wohl in 
anderen Fallen von Nutzen sein kann, war die folgende: Das 
rohe, gefarbte Phenylalanin wurde in einem Minimum (5 ccm) 
von Jodwasserstoffsiure (spez. Gew. 1,7) gelést, die Lésung mit 
25 ccm absolutem Alkohol verdiinnt und dann mit methyl- 
alkoholischem Ammoniak gerade neutralisiert. Das Phenyl- 
alanin wird mit sehr geringem Verlust gefallt und gut mit 
Alkohol und Ather ausgewaschen, waihrend das Ammonium- 
jodid in der obigen Mischung leicht léslich ist. Das so ab- 
getrennte Phenylalanin zeigte [a], = — 26,0° in wibriger 
Lésung und enthielt also mehr von der aktiven Form als 
gewohnlich der Fall ist. Es mag bemerkt werden, daf eine 
Spur von Tyrosin in der atherléslichen Esterfraktion anwesend 
war, aber wihrend der Reinigung des Phenylalanins entfernt 
wurde. 

Die wasserlésliche Fraktion der Ester gab bei der Hydro- 
lyse eine weitere Ausbeute von 0,4 g Phenylalanin, welehes 
man der Hauptfraktion zufiigte. 2g léslichere Aminosiure, 
welche das Serin, wenn es anwesend war, enthalten mubte, 
wurden weiter erhalten. Nachdem man verschiedene Mitte] 
versucht hatte, einschlieBlich Darstellung von Naphthalinsulfo- 
siurederivaten, ergab sich die Unméglichkeit, Serin oder andere 
Aminosiiuren geniigend zu identifizieren. 

Prolin. Fir die Bestimmung des Prolins wurde die 
vom Verfasser bei Leim benutzte Methode (Extraktion mit 
Butylalkohol unter vermindertem Druck) angewandt. Es ergab 
sich die Anwesenheit von 8,9°/, Prolin, von dem ungefihr 
?/, aktiv war. Diese Zahl stimmt genau mit der von Osborne 
und Liddle iiberein. Eine Bestimmung des gesamten nicht 
basischen, Nichtaminostickstoffs im Zein ergab 1,48 °/, gleich 
12,1 °/, Prolin. Es ist daher klar, da8 nicht viel Oxyprolin 
oder andere analoge Substanzen im Zein vorhanden sind. 
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Dicarbonsauren, welche nicht durch Butylalkohol 
extrahiert sind. 


Der waBrige Riickstand, der nach Extraktion der Amino- 
siuren aus 113,2 g Zein zuriickblieb, wurde nach und nach 
yon Ammoniak und Bariumsalzen befreit und dann mit Salz- 
siure gesittigt. Das in zwei Krystallisationen sich abschei- 
dende Hydrochlorid entsprach nach dem Trocknen 33,1 g 
Glutaminsfure. Eine weitere Menge (2,3 g) wurde in einem 
spiterem Stadium als Silber- und Zinksalz abgeschieden, im 
ganzen also 35,4 g = 31,3°/, — eine etwas hdhere Zahl als 
die von Osborne und Liddle angegebene. 

Das Filtrat der salzsauren Glutaminsiure wurde im 
Vakuum so weit wie médglich konzentriert, die Basen dann 
mit Phosphorwolframsiure gefaillt. Nach Entfernung von 
Schwefelsiure und Phosphorwolframsiure aus dem Filtrat 
wurden die zweibasischen Siuren in Calciumsalze umgewandelt 
und mit Alkohol gefillt, die Calciumsalze in Wasser gelést 
und das Calcium mit Oxalsiure gefallt. Die Hauptmenge der 
Asparaginsiiure wurde dann durch Kochen mit iiberschiissigem, 
frisch gefalltem Bleioxyd als basisches Bleisalz gefallt. Die 
Ausbeute an Asparaginsiure lag Osbornes Zahl nahe, nam- 
lich 1,8°/,, aber ein guter Teil (2 °/,) von weiteren unkrystalli- 
sierbaren Beimengungen wurde auBerdem erhalten. Die Einzel- 
heiten des Verfahrens und die Mehrzahl der folgenden Vor- 
nahmen waren dieselben wie jene, die der Verfasser bei der 
Untersuchung der Dicarbonsiuren des Caseins anwandte.’) 

Das Filtrat vom Bleioxyd wurde auf £-Oxyglutaminsiure 
untersucht. Nachdem Blei als Sulfid entfernt war, wurden 
die Siuren als Silbersalze ausgefillt. Bei der Zersetzung der 
letzteren ergab sich die Anwesenheit einer betrichlichen Menge 
von Glutaminsiure mit einer léslicheren Siure. Die Glutamin- 
siure wurde als basisches Zinksalz nach Kutschers Methode 
entfernt und etwa 2,3 g der Saure gewonnen und der Haupt- 
menge hinzugefiigt. Die Lésung des léslichen Zinksalzes wurde 
mit Schwefelwasserstoff behandelt, um Zink zu entfernen, die 





1) Dakin, H. D., Biochem. Jl. Bd. XII, 8. 290 (1918). 
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aus dem Filtrat gewonnene Siure, welche noch keineswegs 
rein war, in das Strychninsalz umgewandelt und dieses zweimal 
aus Butylalkohol umkrystallisiert. Das Strychninsalz wurde 
mit Natriumhydroxyd zersetzt, die Base abfiltriert, das zuriick- 
bleibende Alkaloid mit Amylalkohol extrahiert, die Loésung 
dann mit Quecksilberacetat in neutraler Lésung gefallt. Der 
Niederschlag gab nach Zersetzung durch Schwefelwasserstofi 
2,4 g emer Saure, welche identisch zu sein schien mit aus 
Casein erhaltener 3-Oxyglutaminsiure. Sie war schwach rechts- 
drehend, hatte ein Molekulargewicht (Titration) von 158 (be- 
rechnet 163) und gab bei der Analyse C = 36,7, H = 5,62, 
N = 8,4 (berechnet C = 36,8, H = 5,52, N = 8,59). Nach drei- 
stiindigem Erhitzen auf 105° wurde die Hauptmenge des Stick- 
stoffs (7,5°/,) in die NH-Form verwandelt und reagierte nicht 
mehr mit salpetriger Siure. Bei der Oxydation mit Toluol- 
natriumsulfochloramid (Chloramin-T.) in der schon _beschrie- 
benen Weise wurde ein Osazon vom Schmelzp. 289° (unkorri- 
giert) erhalten, welches in Pyridin léslich war, indem es ein 
gelbes Salz gab. Die Substanz verhielt sich in jeder anderen 
Hinsicht wie #-Oxyglutaminsdure aus Casein und gab dieselbe 
Farbenreaktion mit #-Naphthol und Diazosalzen. Daher kann 
man schlieBen, dab Zein wenigstens 2,5 °/, 6-Oxyglutaminsiiure 
enthalt. 


Besprechung der Resultate. 


Die Hauptunterschiede zwischen der vorliegenden Analyse 
und den vorhergehenden kann man leicht aus nebenstehender 
Tabelle ersehen. Es ist dem Verfasser nicht gelungen, an- 
nihernd so viel Alanin wie in Osborne und Liddles Ana- 
lyse zu finden, die Zahl nihert sich eher Osborne und Clapps 
friiherer Zahl. Ferner konnte kein befriedigender Beweis von 
der Gegenwart von Valin erhalten werden. Andererseits wurde 
erheblich mehr Leucin erhalten und dieses schien ausschlieb- 
lich 1-Leucin ohne Isoleucin zu sein. Die von Osborne an- 
gegebene Zahl fir Prolin wurde bestitigt und die Abwese- 
heit von Oxyprolin festgestellt. Der ungewéhnlich hohe Gehalt 
an Phenylalanin wurde wieder beobachtet und der Tyrosin- 
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Zusammensetzung des Zeins. 
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Alanin 3,8 9,8 2,2 — 0,5 | 9,8 
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Leucin 25,0 19,8 18,6 aes 11,2 25,0 
Isoleucin 0 — -- — = 
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Asparaginsaure 1,8 1,7 1,4 — 14 | 1,8 
Glutaminsiure 31,3 26,2 18,3 — 11,8 || 31,3 
§-Oxyglutaminsaure 2,5 = — — — 2,5 
Tryptophan 0 0 0 — — 0 
Arginin . — 1,5 1,2 1,8 — 1,8 
Lysin — 0 0 — _ 0 
Histidin . i 0,8 0,4 | 0,8 we 0,8 
Ammoniak . -— 3,6 3,6 2,6 — 3,6 














Gesamt 101,5 


gehalt iibereinstimmend gefunden mit den colorimetrischen 
Bestimmungen von Folin und Looney. Serin konnte nicht 
festgestellt werden, wahrend Osborne und Liddle 1°, 
davon erhielten. §-Oxyglutaminsiure wurde in kleinen Mengen 
isoliert. 

Die positiven Funde Osbornes in betreff des hohen 
Alaningehaltes und der Anwesenheit von Valin und Serin 
sollten in anbetracht der groBen Erfahrung Osbornes auf 
diesem Arbeitsgebiet nicht in Frage gestellt werden. Es schien 
indessen wiinschenswert, einen Bericht von des Verfassers 
Funden zu geben, der etwas verschiedene Methoden anwandte, 
da sie zukiinftigen Forschern von Wert sein kénnen. 

Als Kuriositit ist die letzte Spalte der Tafel fiir die 
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héchsten Zahlen reserviert worden, die von verschiedenen 
Forschern fiir jede Aminosidure festgestellt wurden. Das ist 
unzwelfelhaft in vielen Fallen nicht zu rechtfertigen, wie z. B. 
im Falle des Valins und Leucins. Der Verfasser fand die 
héchste Leucinzahl, aber kein Valin, wahrend Osborne Valin 
fand und weniger Leucin. Wenn Valin tatsiachlich vorhanden 
ist, ist es unzweifelhaft in des Verfassers hoher Leucinzahl 
enthalten und beides Valin und die héchste Leucinzahl in 
die Tabelle einzustellen, ist offenbar unrichtig. Die hohe Ge- 
samtsumme von 101,5, die diese willkiirlich ausgewahlten 
Zahlen erreichen, deutet wenigstens an, daB die meisten Amino- 
siuren des Zein befriedigend erfaBt sind. 














Zusammensetzung des Knorpels eines wirbellosen Tieres, 
Limulus. 


Von 


A. P. Mathews. 


Universitat Cincinnati, Cincinnati, Ohio. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1923.) 


Unter den vielen Beweisen, die Gaskell und Patten fir 
die Entstehung der Vertebraten aus Arthropoden vom Typus 
der Skorpione und von Limulus erbracht haben, ist einer der 
wichtigsten die Tatsache, daB das innere Skelett der Wirbel- 
tiere schon in einem knorpeligen inneren Skelett in Limulus 
angedeutet ist. Dieses Skelett besteht aus zwei ganz un- 
abhingigen Teilen: Erstens die Kiemen, Knorpel; und zweitens 
eine Platte von faserigem Knorpel, vermutlich der knorpeligen 
Basis des Schidels der Wirbeltiere entsprechend, die zwischen 
den vorderen Abschnitten des Bauchmarkes und des Mittel- 
darms liegt. Das letztere Stiick Knorpel wird Entosternit ge- 
nannt, Dieser Knorpel des Limulus ahnelt, wie Gaskell zeigte, 
in seiner Lage, seiner histologischen Struktur und seinen Farben- 
reaktionen den entsprechenden Knorpeln von Ammocoetes, der 
Larvenform von Petromyzon, von dem man glaubt, daB er tat- 
sichlich die Ubergangsform zwischen Wirbeltieren und wirbel- 
losen Tieren ist. 

In seiner groben optischen Erscheinung ihnelt dieser Ento- 
sternitknorpel besonders in seinen Fortsitzen einem faserigen 
Vertebratenknorpel. Er hat ungefahr die Konsistenz von 
Knorpel, da er elastisch und biegsam ist ohne zu brechen, er 
ist halb durchscheinend, aber er ist faseriger, mehr wie ein 
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weiBes, faseriges Bindegewebe und scheint halb faserig, halb 
knorpelig zu sein. Bei histologischer Untersuchung wird diese 
Struktur bestitigt. Muikroskopisch besteht er aus einer faserigen 
Grundsubstanz, in die Nester von Zellen eingebettet sind, welche 
das Aussehen von Knorpelzellen haben, indem die Zellen durch 
eine betrichtliche Menge von knorpeliger Substanz voneinander 
getrennt sind. Die Kiemenknorpeln von Limulus sehen mehr 
wie typischer Vertebratenknorpel aus. Sie sind deutlicher von 
mukoidem Typus. 

Die chemische Zusammensetzung des Entosternits ist fast 
unbekannt. 

Gaskell schlieBt aus einer Arbeit von Kicholtz, dab die 
Kieferstibe echter mucoider Knorpel sind oder weicher Knorpel. 
wie er ihn nennt, wahrend der Entosternit mehr ein faseriger 
Knorpel ist mit wenig Mucin und viel Collagen, mit Knorpel- 
zellen durchsetztem Sehnengewebe gleichend. 

Keine solchen Schliisse iiber die Zusammensetzung des 
Entosternits konnten aus der von Kicholtz gemachten che- 
mischen Untersuchung gezogen werden. Es ist nach dieser 
Untersuchung nicht einmal klar, ob die Substanz Protein ist. 
Die Léslichkeit in kochendem Wasser, das Fehlen einer Biuret- 
oder Millonreaktion in der Lésung wiirde gegen die Annahme, 
daB es Protein sei, sprechen. 

Vor einigen Jahren wurden mehrere Entosternite und 
Kiemenknorpel von der anhingenden Muskelsubstanz befreit 
und in 95°/, igen Athylalkohol gelegt. Nach mehreren Wochen 
Stehens wurde der Alkohol abgegossen und die Entosternite 
und Kiemenknorpel an der Luft getrocknet. Sie erschienen 
weiB und zih. Ich habe nun die Entosternite untersucht, die 
so finf Jahre lang in trockenem Zustand gelegen hatten. 

Die Stickstoffbestimmung zeigte, daB es ein typisches 
Protein war mit sehr wenig prosthetischer Substanz, wie Chitin 
oder Chondroitinsiure. Der getrocknete, mit Alkohol extra- 
hierte Entosternit enthilt 15,68°/, Stickstoff nach der Kjel- 
dahl-Arnold-Gunning-Methode, wie folgende Analyse 
zeigt: 

Quantitative Bestimmung. Hin Stiick im Gewiclit 
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von 1,55 g wurde in drei Teile geteilt, zwei davon wurden fiir 
die Stickstoffbestimmung genommen und einer fir die Be- 
stimmung der Schwefelsiure. Nr. 1 (0,2534 g) ergab nach der 
Gunning-Arnold-Kjeldahl-Methode 0,0396 g Stickstoff oder 
15,63°/,. Nr. 2 (0,6494 g) ergab 0,1022 g Stickstoff oder 15,74°/,. 
Der Durchschnitt der beiden Bestimmungen war 15,68°/, Stick- 
stoff, was zeigt, daB es sich um eine echte EiweiBsubstanz mit 
sehr wenig anderem Material handelt. Nr. 3, das dritte Stiick 
(0,5068 g) wurde durch 16 stiindiges Kochen in 10°/, iger Salz- 
siure hydrolysiert. Eine kleine Menge von Huminsubstanz 
wurde abfiltriert, Bariumchlorid zugefiigt und gekocht und 
endlich auf dem Wasserbad konzentriert. Beim Abkiihlen ergab 
es einen reichlichen krystallinischen Niederschlag von Amino- 
siiure, der durch Erhitzen wieder gelést wurde. Das Barium- 
sulfat wog durch ein gewogenes Papierfilter filtriert 0,0071 g, 
welches 0,0029 g SO, oder 0,58°/, SO, im urspriinglichen Stiick 
entspricht. Das Filtrat von dem Bariumsulfatniederschlag wurde 
auf genau 100 ccm verdiinnt und in zwei Proben zu je 2 ccm 
der Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. Sie ergaben 
korrigiert je 2,11 ccm Stickstoff und 2,13 ccm Stickstoff, welches 
zeigt, daB in 100 ccm 55,7 mg Stickstoff als Aminostickstoff 
enthalten waren. Das wiirde bedeuten, da8 70,1°/, des Ge- 
samtstickstoffs als Aminostickstoff anwesend war. Das Am- 
moniak wurde durch Durchliiftung aus 10 ccm bestimmt, und 
es wurde gefunden, daB 7,05°/, des Gesamtstickstofis als 
Ammoniakstickstoff abgespalten war. Die Huminsubstanz wurde 
nicht analysiert. Dies Ergebnis zeigt, daf die Hauptmenge 
der Saiuren Mono-aminosaéuren waren. 

Das Material ist also ein echtes Protein und kein Chitin. 
Kin Versuch, Leim zu extrahieren, was Hicholtz angeblich 
gegliickt sein soll, gab negative Resultate. Ein lufttrockener 
Kntosternit von 1,4 g Gewicht wurde mit 25 ccm destilliertem 
Wasser 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Das auf- 
gequollene Gewebe wurde im Aussehen knorpelahnlicher, aber 
nur Spuren von Material gingen in Lésung. 

Die durch das Kochen aufgequollene Masse wurde in 
2) cem 1°/, iger Salzsiure gebracht und blieb 48 Stunden bei 
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Zimmertemperatur stehen. Sie schwoll auf ein Vielfaches ihres 
friiheren Volumens an. Die abfiltrierte Siure gab einen sehr 
geringen Niederschlag mit Bariumchlorid, welches zeigt, dal 
sie eine sehr kleine Menge von Schwefelsiure extrahiert hatte. 
Die aufgequollene Masse léste sich bei zweistiindigem Kochen 
in 25 ccm destilliertem Wasser zu ungefiihr */, auf. Ktwas 
faseriges Material blieb ungelést. Die Lésung wurde beim 
Kiihlen nicht gallertig. Ihre Viscositét bei 15° war 1,40 und 
bei 25° 1,28. Also war kein Anzeichen vorhanden, daB sie 
Leim oder Collagen enthielt. Der ungeliste Riickstand wurde 
weitere 2 Stunden mit ein wenig Wasser gekocht. Er léste 
sich fast véllig und die Lésung gelatinierte nicht beim Kon- 
zeutrieren und Abkiihlen. 

Kicholtz berichtete, daB die Lésung kelne Biuretreaktion 
gab und lieB es unsicher, ob es ein Protein war. Aber die 
Lésung nach dieser Behandlung mit Siure gab alle typischen 
Proteinproben, z. B. die Biuret-, die Millonsche und die Reaktion 
auf Tryptophan, Histidin, nichtoxydierten Schwefel sehr stark. 

Ks ist deshalb klar, daB dies Material ein typisches Protein 
ist, welches die meisten Aminosaiuren enthalt, fiir die wir 
Farbenreaktionen haben. Es ist in verdiinnter Saure weit lis- 
licher als die meisten gerinnbaren Proteine. Es enthielt kein 
Collagen und keinen Leim. 

Danach wurde es auf Chondroitinsiure (Chondroitinschwetel- 
siure wie sie oft genannt wird) untersucht. Die Menge dieser 
Substanz muBte klein sein, denn der Entosternit besteht aus 
zwei Teilen, von denen nur einer und zwar der bei weitem 
kleinere (die vorderen Trabekeln) deutlich knorpelig ist. Der 
gréBere Teil der flachen Platte hat ein ausgesprochen faseriges 
Aussehen. Ferner wird Chondroitinséure hauptsiachlich in jenen 
Knorpeln gefunden, die Mucoid ergeben, und die Menge dieser 
Substanz im Entosterniten ist klein. Chondroitinsiure oder 
irgendeine Substanz, die ihr in der Zusammensetzung dhnelt, 
war indessen vorhanden, obgleich sie nicht isoliert wurde, son- 
dern nur durch ihre Zerfallprodukte festgestellt. 

Der Entosternit enthalt kein Chitin. Er lést sich véllig 
in verdiinntem Alkali und Sauren, was Chitin nicht tut. Er 
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gibt hingegen bei der Hydrolyse Schwefelsiiure und Furfurol, 
welches zeigt, daB er Glucuronsiure und Schwefelsiure enthilt. 
Glucosamin konnte nicht positiv identifiziert werden, obgleich 
eine Reduktion von Fehlingscher Lésung erhalten wurde, 
welche darauf zuriickzufiihren sein mag, und eine kleine Menge 
Osazon, indessen zu wenig zur Identifikation. 


Die Glucuronsiure wurde als Furfurol bestimmt. Ein 
lufttrockener Entosternit von 1,81 g Gewicht wurde mit Salz- 
siure nach der iiblichen Analysenmethode destilliert, das De- 
stillat mit 0,05 g in 12°/, iger Salzsiure geléstem Phloroglucin 
versetzt, 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen und 
durch einen Asbestgoochtiegel filtriert. Das Phoroglucid wog 
0.0037 g, was mit der Korrektion 0,0046 g Furfurol ergeben 
wirde. Diese Bestimmung aber ist unvollstindig, da die De- 
stillation nicht lange genug fortgesetzt wurde. Eine folgende 
Bestimmung zeigte, daf Furfurol ziemlich lange iiberdestilliert, 
da es offenbar bei der Hydrolyse sehr langsam gebildet wird. 
In einer zweiten Bestimmung wog die Probe 1,3785 g und 
ergab 0,0056 g Phloroglucid, welches 0,0056 g Furfurol ent- 
sprechen wiirde, und dieses 0,0113 g Glucuronsiure oder 0,0217 g 
Chondroitinsiure nach Levene und La Forges Formel oder 
1,20°/, Chondroitinsiure im Entosterniten. 


Die Menge der Chondroitinsiiure im Entosterniten wiirde 
nach den aus Glucuronsiure erhaltenen Zahlen 1,20°/, sein 
und aus der Schwefelsiure (d. h. 0,58°/, SO,) 2,82°/,. Da etwas 
anorganische Schwefelsiure anwesend war, welche mit ver- 
diinnter kalter Salzsiure oder sogar mit kochendem Wasser 
ausgezogen werden kann, sind die Zahlen fiir Schwefelsiure 
hoch; und wie wohl bekannt ist, ist die Bestimmung von Glu- 
curonsiiure aus Furfurol nur annaihernd und immer niedriger 
als die theoretische. 


Wir kénnen schlieBen, daB der Entosternit des Limulus, 
Wenn er Glucuronsiure enthalt, dann etwa 2°/,. Dies wiirde 
iibereinstimmen mit den Resultaten der Stickstoffbestimmung, 
da die hohe Zahl von 15,68°/, far Stickstoff zeigt, daB der 
Anteil an einer prosthetischen Gruppe, die ebensowenig Stick- 
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stoft enthalt wie die Chondroitinséure, namlich 2,98°/,, sehr 
niedrig sein muB. 

Um zu bestimmen, ob Essigsiure bei der Hydrolyse ab- 
gegeben wurde, wie es sein miiBte, wenn die Substanz Chon- 
droitinsiure wire, wurde ein lufttrockener Entosternit von 
0,75 g durch Kochen mit 25 ccm 20°/, iger H,SO, hydrolisiert. 
Er léste sich vollstaindig in 10 Minuten. Ein schneller Lutt- 
strom wurde durch das heife Hydrolysat in 25 ccm einer n/10- 
Natronlauge geleitet. Das Hydrolysat nahm eine rosarote Farbe 
an und dann ein helles Braun, ohne daf eine bemerkbare 
Huminbildung auftrat. Nach 380 Minuten wurde der Strom 
unterbrochen und das NaOH titriert. Man fand, daB 0,4 ccm 
n/10-NaOH durch irgendeine fliichtige Saure, méglicherweise 
Hssigsiure, neutralisiert worden war. Dieses entspricht 0,0024 ¢ 
Hssigsiure. Da nach der Formel von Levene und La Forge 
Kssigséure 12,8°/, der Chondroitinsiure ausmacht, so wiirde 
diese Saure, wenn sie Essigsiure wire, 0,01875 g Chondroitin- 
siure entsprechen, was 2,5°/, in dem urspriinglich genommenen 
Entosterniten (0,75 g) ergeben wiirde. Dieses wiirde ziemlich 
iibereinstimmen mit der Berechnung aus Schwefelsdiure von 
2,82°/, und aus Furfurol von 1,2°/,. 

1 ccm des Hydrolysates ergab mit Fehlingscher Lésung 
einen gelblichen Niederschlag, der die Gegenwart einer redu- 
zierenden Substanz, wahrscheinlich entweder Glucosamin oder 
Glucuronsiure, anzeigte. Mit 2 ccm wurde eine kleine Menge 
Osazon erhalten, welches wie Glucosazon aussah. Dieses wiirde 
die Gegenwart von Glucose oder Glucosamin anzeigen, obgleich 
die Identifikation nicht vollstindig war wegen der kleinen 
Menge. 

Um Chondroitinsiure zu isolieren, legte man einen lutt- 
trockenen Entosterniten von 1,525 g in 25 ccm 1°/, iger NaOH 
und kochte ihn. Nach 10 Minuten langem Kochen hatte sich 
ein kleiner Teil gelést und der Rest war aufgeschwollen. Man 
fillte die hellgelbe Lésung durch Essigsiure. Ein weiler, 
flockiger, mucinartiger Niederschlag wurde erhalten, auf einem 
gewogenen Filter gesammelt, mit Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet. Er wog 0,0500 g und war, was 
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Schaefer Mucim nannte. Nach dem Trocknen ergab die Lisung 
in 1°/,iger NaOH Biuret- und Millonreaktion, welches zeigt, 
daB es teilweise Protein war. Eine zweite Menge von 25 ccm 
1°/,iger NaOH wurde dem Riickstand aus der ersten Ex- 
traktion hinzugefiigt. Dieser liste sich fast vollstandig nach 
\/, stiindigem Erhitzen und 2 Stunden Stehen in der Kilte. 
Nach Ansiuerung mit Essigsiure erhielt man einen Nieder- 
schlag wie den vorigen, der trocken 0,0698 g wog, zusammen 
01198 g mucinartiger Niederschlag oder 7,85°/,. Er wurde 
in 1°/,iger NaOH wieder gelést und dem vorigen hinzugefiigt. 
Die Lésung wurde dann sauer gemacht bis zu einem Gehalt 
von ungefihr 10°/, freier Salzsiure und gekocht. Das De- 
stillat enthielt erhebliche Mengen von Furfurol sowohl nach 
der Phloroglucin- wie nach Molischs Probe. Dies machte 
die Gegenwart von Chondroitinsiure wahrscheinlich. Die 
Molischfarbe war leuchtend rosa und nicht purpurahnlich wie 
es bei Methylhydroxylfurfurol, das aus Glucose oder Glucosamin 
erhalten wird, der Fall ist. Das Hydrolysat in dem Kolben 
gab einen ziemlich starken Niederschlag mit Ammonium- 
molybdat, welches Phosphorsiiure anzeigt. Die Substanz muB 
teilweise ein Nucleo- oder Phospho-proteid gewesen sein. Daher 
war das Resultat kein endgiiltiges. Es war sehr wenig Schwefel- 
siure nach der Hydrolyse vorhanden. Das Furfurol kann von 
einer Pentose enthaltenden Nucleinsiure herstammen. 

Der Entosternit ist also eine Mischung von knorpeligem 
und faserigem Bindegewebe, genau wie der Schiidel der Wirbel- 
tiere, welcher beides enthalt, knorpelige und hiutige Knochen. 
Die chemische Untersuchung unterstiitzt also, soweit sie geht, 
deutlich den Schlu8 von Gaskell und Patten von der Ver- 
wandtschaft des Limulus mit den Wirbeltieren. 











Untersuchungen tiber Phosphorsdurestoffwechsel und Kon- 
traktur der Skelettmuskeln: Chinin, Novocain und Coffein. 
Von 
Otto Riesser. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1923.) 


Kaum ein anderes Gebiet der Pharmakologie ist der 
Physiologie und der physiologischen Chemie so eng verwandt 
wie die Pharmakologie der Skelettmuskeln. In der Tat lassen 
sich hier lingst keine Grenzen mehr ziehen. So wie die 
Physiologie der pharmakologischen Forschung die Methoden 
bot, die das Studium der Giftwirkungen auf dieses Organ erst 
erméglichten, so hat auf der anderen Seite das Ergebnis 
pharmakologischer Untersuchungen die Lehre von der Muskel- 
funktion in wichtigen Stiicken zu bereichern vermocht, und 
lingst sind die pharmakologischen Methoden gerade auf diesem 
Gebiet auch dem Physiologen unentbehrliches Riistzeug ge- 
worden. 

Physiologie und Pharmakologie sind in letzter Zeit mehr 
und mehr hinausgewachsen iiber die einfache Beschreibung der 
Funktionsbilder und fortgeschritten zu einer immer tiefer 
schiirfenden Analyse der die Funktionen und ihre Abwandlungen 
bedingenden inneren Ursachen. Diese Vertiefung der wissen- 
schaftlichen Forschung verdanken wir ohne Zweifel zu einem 
erheblichen Teil den groBen Fortschritten, welche die Er- 
kenntnis von dem Wesen der Muskelfunktion im Laufe der 
letzten 10—20 Jahre gemacht hat. Wahrend auf der einen 
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Seite die physiologische Chemie unter Fiithrung der Kosselschen 
Schule die chemische Zusammensetzung der Muskeln stetig zu 
kliren wuBte, wurden von anderer Seite her die der Funktion 
gugrunde liegenden Stoffwechselvorginge, die Atmung, die 
Wirmebildung des Muskels bis ins kleinste erforscht und die 
Grundlagen der Muskelthermodynamik, wie sie zuerst von Fick 
geschaffen worden sind, immer weiter befestigt und vertieft. 
Die durch exakte quantitative Methoden geschaffene Méglich- 
keit einer messenden Verfolgung der wichtigsten funktionellen 
Veriinderungen im Muskel wies auch der Pharmakologie der 
Muskeln neue Wege. War sie friiher nur in der Lage, das 
Wirkungsbild der durch Gifte verinderten Muskelfunktion zu 
beschreiben, so ist sie heute imstande dariiber hinaus auch 
den Wirkungsmechanismus klarzulegen. Dadurch gewinnt aber 
die Muskelpharmakologie gerade in jiingster Zeit eine ganz 
neue Bedeutung. Denn angesichts der Tatsache, dab wir am 
Muskel, wie sonst an keinem anderen Organ, die Verinderungen 
der Funktion selbst wie der ihr zugrunde liegenden Vorgiinge 
exakt und quantitativ messen kénnen, wird der Skelettmuskel 
allmihlich zu einem Modell der lebenden Zelle. Die Méglich- 
keit, am Muskel den feineren Mechanismus der Giftwirkung 
exakt festzustellen, erlaubt hiufig Schliisse auf den Wirkungs- 
mechanismus des Giftes iiberhaupt, also auch gegeniiber anderen 
Organen. Fir diese Richtung muskelpharmakologischer 
Forschung ist die Funktionsverinderung unter der Wirkung 
der Gifte nicht mehr selbst das Ziel, sondern lediglich gleichsam 
ein Indikator, an dem der Wirkungsmechanismus der Gifte 
geprift werden kann. 

DaB diese Richtung nicht etwa die gesamte Muskel- 
pharmakologie beherrscht, ist selbstverstaindlich. LaSt sich 
doch ohnehin keine scharfe Trennung ziehen zu den sonstigen 
Aufgaben dieser Wissenschaft, unter denen die BeeinfluBbarkeit 
der Muskelleistung und das Problem des Muskeltonus ihre alte 
Bedeutung auch heute behalten. Fir die Pharmakologie aber 
wie fiir die Physiologie der Muskeln gilt in gleichem MaBe 
der Satz, daB, wie immer die Problemstellung im Einzelfalle 
sei, die allgemein biologische Fragestellung sich gleichsam von 
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selber einstellt. Kin Bruchstiick aus der Reihe der pharma. 
kologisch-physiologischen Studien dieses Gebietes soll mit dieser 
Arbeit dem hochverehrten Lehrer gewidmet sein. 


I. Zur Theorie der Muskelkontraktur. 


Das Problem der Muskelkontraktur ist gerade in neuerer 
Zeit wiederholt eingehend erértert worden. Aus dem Durch- 
einander ungekliirter Aaschauungen und Begriffe, die bis in 
die jiingste Zeit hinein immer wieder Verwirrung und Mib. 
verstiindnisse schufen, scheiden sich allmihlich einige Richt. 
linien ab, an denen es festzuhalten gilt. Jeder Kroérterung 
iiber dieses Thema aber ist eine Begriffsbestimmung voran- 
zusetzen. Die Kontraktur, so lautet sie, ist ein Zustand und 
kein Vorgang. Diesen Satz immer erneut zu betonen, ist nitig, 
da die Unreinheit und mangelnde Sorgfalt der Bezeichnung 
jede Diskussion unfruchtbar machen muf. In den Zustand 
der Kontraktur oder Dauerverkiirzung gerit der Muskel durch 
den Vorgang der Kontraktion oder Zusammenziehung. Je 
nach der Schnelligkeit dieses Vorganges kann man langsame 
und schnelle Kontraktionen voneinander unterscheiden. Als 
Zuckung aber schlieBlich bezeichnen wir einen Erscheinungs- 
komplex, der aus einer schnellen Kontraktion kurz dauernder 
Kontraktur und schneller Erschlaffung zusammengesetzt ist. 
Ks ist klar, daB insofern als die relativen Begriffe Schnell 
und Langsam in dieser Definition enthalten sind, sie nicht 
als eine scharf begrenzte gelten kann. Immerhin bietet sie 
die einzige Méglichkeit zu einer allgemeinen gegenseitigen 
Verstindigung. 

Zwischen der blitzartigen Zuckung eines Insektenmuskels, 
in der alle 3 Stadien: die Kontraktion, die Kontraktur und 
die Erschlaffung auf den kirzesten Zeitraum zusammengedringt 
sind, und dem minutenlangen Ablauf von Zusammenziehung, 
Dauerverkiirzung und langsamer Wiederausdehnung beim 
glatten Muskel, liefern uns die Muskeln verschiedener Tierartet, 
aber auch die verschiedenen Muskeln ein und desselben Tieres 
alle nur erdenklichen Zwischenformen. 

Diese demnach schon an normalen Muskeln festzustellenden 
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erheblichen Verschiedenheiten hinsichlich der Reaktions- 
geschwindigkeit auf einen Reiz kénnen nur durch konstitutionelle 
Verschiedenheiten, durch Zustandsverschiedenheiten der Muskeln 
bedingt sein. Als solche kennen wir heute: die wechselnde 
Mengenverteilung von Sarkoplasma und Fibrillen in den ver- 
schiedenen Muskeln, sodann die vielleicht (Embden) mit der 
Sarkoplasmaverteilung in naher Beziehung stehende Ver- 
schiedenheit der Membrandurchlissigkeit, endlich Unterschiede 
in der Quellbarkeit der Muskelkolloide. 

Die von Botazzi zuerst mit Nachdruck hervorgehobene 
Tatsache, da8 ein Muskel um so langsameren Zuckungsverlauf 
zeigt, je weniger Fibrillen und je mehr Sarkoplasma er hat, 
ist die Grundlage wichtiger Auffassungen vom Wesen der 
Muskelfunktion geworden. Botazzi und mit ihm viele andre 
Forscher stellen sich vor, da’ der Muskel auf Reiz sowohl 
mit einer schnellen Kontraktion der Fibrillen, wie mit einer 
langsamen des Sarkoplasma antworte, und da8 aus der Inter- 
ferenz der beiden Kontraktionswellen, der schnellen und der 


langsamen, sich das Bild der Zuckung zusammensetze. Statt 


von einer Kontraktion des Sarkoplasma, sollte man besser von 
einer Kontraktion des Sarkoplasmaschlauches sprechen; denn 
die Existenz der elastischen Sarkolemmhiille macht allein die 
Kontraktion des Gesamtgebildes der Muskelzelle vorstellbar. 


_ Bei der Fibrillenzuckung wird also der Sarkoplasmaschlauch 
| gleichsam passiv mitgenommen, bei der Sarkoplasmakontraktion 
_ dagegen verkiirzt sich der Schlauch fiir sich und die Fibrillen 
| verhalten sich passiv. Beides soll nun nach Botazzi neben- 
einander verlaufen. Andere stellen sich vor, daB der Sarko- 
| plasmaschlauch sich nicht selbst verkiirze, sondern daB der 

Zuckungsablauf der Fibrillen durch Menge und Zustand des 
| sie umhiillenden Sarkoplasma mabgebend beeinfluBt, insbesondere 
 gebremst werde. Dies gilt vor allem fiir das Stadium der 


Erschlaffung. 
Die Rolle der Durchlissigkeit der Grenzschichten und 


der Quellbarkeit des Sarkoplasma fiir den Zuckungsablauf 
_ ergibt sich aus folgenden Betrachtungen. Sicher ist die Fibrille 
der Ort der auf Reiz eintretenden explosiven Bildung der 
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Verkiirzungssubstanzen, als welche wir heute noch, trotz der 
experimentell mehrfach gestiitzten gegenteiligen Anschauung 
von Bethe, die bei der Spaltung des Lactacidogens entstehenden 
Sauren betrachten. Ihre Beseitigung, die mit einer Weg. 
diffusion vom Ort der Bildung zum mindesten beginnen muf, 
wird um so schneller erfolgen, die Erschlaffung um so friiher 
eintreten, je schneller die Wegdiffusion in die Zwischenzell- 
riume erfolgen kann. Auf dem Wege dorthin bilden das 
Sarkoplasma durch seine Quellbarkeit und das Sarkolemm 
durch seine beschrinkte Durchlassigkeit Hemmungen. Je ge. 
geringer die Quellbarkeit des Sarkoplasma und je héher die 
Durchlissigkeit des Sarkolemm, um so schneller wird, bei sonst 
gleichen Bedingungen, der Verlauf der Zuckung sein, und um- 
gekehrt. 

Fiir die Verschiedenheit der Durchlissigkeit der Muskel. 
grenzschichten bei Muskeln mit verschiedenem Zuckungstypus 
hat Behrendt bei Embden!’) wichtige Beweise erbracht. Ob 
in diesen Fallen auch eine Verschiedenheit der Quellbarkeit 
des Sarkoplasma vorliegt, ist schwer zu entscheiden. Umgekehrt 
aber kann gezeigt werden, daB jede Verinderung der Quell- 
barkeit der Muskelkolloide zu einer Verinderung des Zuckungs. 
ablaufes fihrt. Wir verdanken Neuschlosz?) Untersuchungen, 
aus denen dieser Satz seine Berechtigung erfahrt. 

Aber nicht nur zwischen verschiedenen Muskelarten be- 
stehen konstitutionelle Verschiedenheiten, welche in jedem Falle 
die Unterschiede im Zuckungsablauf bedingen, wir sind auch 
in der Lage, bei ein und derselben Muskelart den Zuckungs- 
ablauf durch bestimmte Eingriffe zu verindern, z. B. einen 
schnellen Muskel in einen langsamen zu verwandeln, und gerade 
die Untersuchungen iiber dieses Phinomen, die ganz dem Be- 
reiche der Pharmakologie angehéren, haben die Grundlagen 
fir die oben entwickelten Anschauungen von den Bedingunget 
der Form des Zuckungsablaufs geschaffen. 

Von besonderer Bedeutung in dieser Hinsicht wurde die 





1) Behrendt, Diese Zs. Bd. 118, 8, 123 (1921). 
*) Neuschlosz, Pfliigers Arch, Bd. 196, S. 503 (1922). 
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er Analyse der Veratrinwirkung. Der duBerst charakteristische ‘a 

ng Erfolg einer Veratrinvergiftung auf den Zuckungsablauf der ; 

en Skelettmuskeln ist bekannt. Das Bild der stark verlingerten 

0 und mit einer zweiten Erhebung im absteigenden Schenkel 

1B, rersehenen Zuckungskurve ist von groBer Eindringlichkeit. | 

ler Aber erst dadurch gewinnt es sein allgemeineres Interesse, 

I. daB die gleiche Verinderung des Zuckungsablaufes auch am ¢ 

las normalen Muskel auftreten kann, vor allem in bestimmter é 

am Jahreszeit und bei maximaler Reizung — die Tiegelsche fs 

oe Kontraktur. Wir ahmen durch Veratrinvergiftung des Muskels ei 

die #7 also einen physiologischen Vorgang nach und diirfen als 3 

nst juBerst wahrscheinlich voraussetzen, daB in beiden Fallen . 

m- die gleichen Ursachen den gleichen Erscheinungen zugrunde Pao 
liegen. Oy 

cel. Diese Ursachen, den Mechanismus der Veratrinwirkung, a4 

pus #% zu klaren, gelang durch Anwendung der von Embden!}) aus- 

Ob gearbeiteten Methode der Permeabilititsmessung, durch Be- 

ceit stimmung der Phosphorsiuremenge, die ein mit Veratrin ver- 

hrt gifteter _Froschmuskel im Vergleich zu einem unvergifteten in 

ell  bestimmten Zeiten an die Fliissigkeit abgibt, in der er suspen- 

gs:  diert wird. Die Feststellung von Riesser und Neuschlosz?), 


se, # da’ die Durchlassigkeit des veratrinvergifteten Muskels herab- 

gesetzt ist, lieB eine Permeabilititsminderung unter dem 
be- # KinfluB des Giftes als eine der Ursachen seiner Wirkung er- 
alle J scheinen, erginzt wahrscheinlich durch gewisse Wirkungen auf 
uch J die Quellbarkeit der Muskelkolloide (Neuschlosz‘)). Seither 
ngs # hat auch Wieland‘) an einem anderen Objekt die Permea- 
nel @ bilititsminderung durch Veratrin bestitigen kénnen. Wahr- 
‘ade # scheinlich handelt es sich um eine kolloidchemische Veranderung 
Be- @ der Grenzflachen durch das Veratrin, die sich als eine Ent- 


ge | 
igen bid - 
!) Embden u. Adler, Diese Zs. Bd 118, S. 1 (1922). : 
die *) Riesser u. Neuschlosz, Zs. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 


Bd. 98, S. 179 (1922). 

*) Neuschlosz, Zs. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 94, 
8. 190 (1922). 

*) Verhandlungen des Pharmakologentages in Freiburg 1921. 
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quellung kennzeichnet (Neuschlosz). Es liegt sehr nahe, auch 
bei der Tiegelschen Kontraktur des unvergifteten Muskels 
Permeabilititsminderung als Ursache der Erscheinung ap- 
zunehmen, wobei es zunaichst unentschieden bleiben muB, wo. 
durch derartige Permeabilitaitsverinderungen entstehen. Daf 
sie fiir den Ablauf der Muskelfunktion entscheidend sind, ist 
langst anerkannt, und man wird als ihre Ursache direkte 
Wirkung von Stoffwechselprodukten oder die mehr indirekte 
nervéser Impulse annehmen kénnen. Ob es nervés bedingte 
Permeabilitiitsschwankungen des Muskels gibt und wie solche 
zustande kommen, bleibt ein interessantes Problem. 

Diese pharmakologischen Untersuchungen zeigen uns somit 
die Bedeutung der Permeabilititsinderungen fiir die Form der 
Muskelzuckung und werden vielleicht auch fiir die Deutung 
mancher pathologischer Verinderungen der Muskelfunktion an- 
wendbar sein. Betrachten wir nunmehr den zweiten Faktor, 
den wir als bestimmend fiir die Muskelaktion bezeichneten, die 
Quellbarkeit der Muskelkolloide, insbesondere des Sarkoplasma, 
so gehéren hierher zunichst schon alle die Versuche, bei denen 
durch Sfure- oder Alkalibehandlung der Zuckungsablauf im 
Sinne einer Verlangerung verandert wird. Unter physiologischen 
Bedingungen ist die Zuckungsverlingerung des ermiideten 
Muskels in die gleiche Kategorie einzuordnen. Die Wirkung 
quellungsférdernd und quellungshemmend wirkender [one 
auf den Ablauf der Zuckung hat neuerdings Neuschlosz’ 
eingehend dargestellt. 

Unsere bisherigen Darlegungen betrafen die Bedingungen 
des Zuckungsablaufes eines durch den adiquaten Reiz des 
elektrischen Stromes gereizten Muskels. In vielfacher Be- 
ziehung hierzu stehend und doch zum mindesten in der ge: 
danklichen Betrachtung schart hiervon zu trennen, bilden die 
Ursachen der direkten Kontrakturerregung den Geget- 
stand unserer weiteren Betrachtungen. Eine direkte Kontraktur 
liegt tiberall da vor, wo eine wirksame Substanz ohne Hinzv- 
kommen des physiologischen oder elektrischen Reizes Muskeln 





1) Neuschlosz, Pfliigers Arch. Bd. 196, 8. 503 (1922). 
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gur Verkiirzung bringt. Wohl bestehen hier mancherlei innere 
Zusammenhange mit den Bedingungen der Beeinflussung des 
Zuckungsablaufes, wie wir sie im vorigen Abschnitt erérterten. 
Kine Reihe von Substanzen, die in niederer Konzentration den 
Zuckungsablauf verlangsamt, kann in héherer direkt Verkiirzung 
hervorrufen; ich erinnere an die Kontraktur durch Sauren oder 
Laugen und an die direkt Verkiirzung bedingende Wirkung 
hoher Veratrinkonzentrationen. Aber die Tatsache, daB oft 
genug derartige Beziehungen zwischen den beiden Wirkungs- 
formen nicht bestehen, macht eine gesonderte Betrachtung der 
direkten Kontrakturerregung notwendig. Sie wird uns zugleich 
Gelegenheit geben, den Begriff des chemischen Reizes in 
seiner Anwendung auf die Kontrakturerregung kritisch zu er- 
ortern. 

Direkte Kontrakturerregung durch Permeabilititsinderung 
ist nicht festgestellt, erscheint auch von vornherein unwahr- 
scheinlich. Denn die Permeabilititsminderung kann nur im 
Zusammenhang mit der Entstehung einer Verkiirzungssubstanz 
im Innern der Muskelzelle zu einer Kontraktur fiihren. Da- 
gegen spielt die Beeinflussung der Quellbarkeit fiir das Zu- 
standekommen einer direkten Kontraktur eine erhebliche Rolle. 
Durch direkte Quellungssteigerung wirken Siiuren oder Alkalien 
auf die Muskelfaser. Solche Kontraktursubstanzen sind als 
chemische Reizmittel bezeichnet worden. Mit Unrecht. Denn 
von Reiz darf nur da gesprochen werden, wo ein Erregungs- 
vorgang ausgelést wird. Siuren und Alkalien sind also aus 
der Liste der chemischen Reize zu streichen. 

Dem Begriff des chemischen Reizes niher kommt schon die 
Erscheinung der durch Coffein und, wie wir in dieser Arbeit 
zeigen werden, der durch Chinin erzeugten Kontraktur. Denn 
die durch héhere Konzentrationen dieser Gifte ausgelésten Kon- 
traktionen und Dauerkontrakturen des Muskels sind bedingt 
durch die Bildung von Milchsiure und Phosphorsaéure aus 
Lactacidogen, denselben Vorgang also, den wir der normalen 
Erregung fiir zugrundeliegend halten. Und der Unterschied 
von einer wahren Erregung ist lediglich der, daB von einer 
Erregungsleitung hier nicht die Rede ist. Die Coffeinkontraktur 
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kommt nach den Versuchen von Riesser und Neuschlosz} 
zustande, einmal durch die quellungsbegiinstigende Wirkung 
des Giftes, welche schon die geringen, normal gebildeten Siaure- 
mengen wirksam macht, sodann aber durch Hemmung der 
Restitution und die damit verbundene allmahliche Anhaufung 
der sauren Spaltprodukte des Lactacidogens. Zur gleichen 
Gruppe gehért auch die Chloroformkontraktur, die durch ver- 
stirkten Zerfall bei gehemmter Restitution zur Kontraktur 
fiihrt, und es ist leicht ersichtlich, daB diese Kontrakturformen 
sowohl der Toten- wie der Wirmestarre nahe verwandt sind. 
Eine Gruppe fiir sich aber bilden schlieBlich jene Substanzen, 
die durch Erregung eines in der Gegend des Nerveintritts 
lokalisierten Substrates, der rezeptiven Substanz (Langley) 
eine Verkiirzung und Dauerkontraktur des Muskels_herbei- 
fihren. Diese Substanzen, deren Prototyp das Nikotin und 
vor allem das Acetylcholin sind, gehéren zu den chemischen 
Reizen im engeren Sinne. Sie lésen einen allerdings uns 
noch unbekannten Erregungsvorgang aus, der sich auch, wie 
Riesser und Steinhausen’) zeigten, im elektrischen Ver- 
halten des Muskels dauBert. 

Wir haben bei der Erérterung der Kontrakturbedingungen 
das Wort Tonus zunichst absichtlich beiseite gelassen, da 
seine vielfailtige Anwendungsweise das Verstandnis nur er- 
schweren kann. Wir kénnen das Wort nunmehr mit geringerer 
Gefahr einfiihren. So mag man zunichst jede Veranderung 
des Zuckungsablaufes im Sinne der Verlangerung seiner Dauer 
als tonisch bezeichnen und demnach feststellen, daB die Ver- 
teilung von Fibrillen und Sarkoplasma, der Zustand der Men- 
branen und die Quellungsfahigkeit des Sarkoplasma den mehr 
oder weniger tonischen Charakter einer Zuckung bestimmen. 

Wenn wir somit in diesem Sinne von einer tonischen Ver- 
inderung der Zuckung sprechen, so erstreckt sich dieser Begriff 
auch auf die tetanische Dauerverkiirzung. Denn je linger die 
Einzelzuckung, je tonischer ihr Charakter, um so leichter geriit 





1) Riesser u. Neuschlosz, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
Bd. 93, S. 163 (1922). 
*) Riesser u. Steinhausen, Pfliigers Arch. Bd. 197, S. 288 (1922). 
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der Muskel in Tetanus, und zwischen dem Insektenmuskel, der 
mit maximaler Frequenz in der Sekunde gereizt werden muB, um 
einen glatten Tetanus zu geben, und dem glatten Muskel, bei 
dem man das gleiche mit einem Reiz pro Minute erzielen kann, 
gibt es somit keinen Wesensunterschied. Alle die bekannten 
Kennzeichen einer ,,tonischen Dauerverkiirzung“, wie die Gering- 
figigkeit der oszillatorischen Aktionsstromschwankungen als 
Ausdruck minimaler ErregungsstéBe, die fehlende Steigerung 
des Stoff- und Energieumsatzes auf der Hohe der Verkirzung, 
das Ausbleiben schlieBlich aller Ermiidungssymptome, werden 
so zu selbstverstindlichen Begleiterscheinungen eines durch 
geringfiigigste Reize unterhaltenen Dauerzustandes. Neben 
diesen Formen der Dauerverkiirzung bestehen als ein be- 
sonderer Typus die Erregungskontrakturen, die nach Art der 
Acetylcholinkontraktur durch Erregung der rezeptiven Substanz 
ausgelést werden, und zu denen vielleicht auch der idio- 
muskulare Wulst gehért (vgl. Ebbecke).') Die physiologische 
Rolle dieser Verkiirzungsformen des Skelettmuskels wird durch 
neueste Untersuchungen von E. Frank?) wie von Hanny 
Marti’) erneut dargetan, ohne daf sie bisher vollig geklart 
ware. 

Unter den Methoden, die sich in neuerer Zeit fiir die 
Analyse der Kontrakturvorgiinge besonders bewahrt haben, ist 
neben der Bestimmung der Permeabilitét nach dem oben ge- 
schilderten Verfahren Embdens die von dem gleichen For- 
scher ausgearbeitete Bestimmung der Lactacidogenphosphor- 
siure besonders wertvoll geworden.*) Es ist durch die Ar- 
beiten Embdens und seiner Schiller bekannt, daB der Skelett- 
muskel des Frosches eine mit der Jahreszeit wechselnde Menge 
léslicher organisch gebundener Phosphorsiaure enthilt, die durch 
Warmestarre frei wird und dann bestimmt werden kann. Diese 
Phosphorsiure, sowie die gleichzeitig aus dem Lactacidogen 





1) Ebbecke, Skand. Arch. Physiol. Bd. 43, S. 138 (19238). 

*) E. Frank, Hoffmann u. Hirsch-Kauffmann, Pfliigers Arch. 
Bd. 197, S. 270 (1923). 

®) Hanny Marti, Zs. Biol. Bd. 77, S. 299 (1928). 

*) Vgl. Wechselmann, Diese Zs. Bd. 113, 8S. 146 (1921). 
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als einer Hexosediphosphorsaure entstehende Milchsiure, werden 
als die Verkiirzungssubstanzen, das Lactacidogen also als die 
eigentliche Betriebssubstanz des Muskels betrachtet. Im all- 
gemeinen verindert sich indessen der Lactacidogengehalt des 
Muskels selbst bei intensivster Reizung nicht, wohl deswegen, 
weil die Restitution der Bestriebssubstanz mit ihrem Verbrauch 
bei der Tatigkeit gleichen Schritt halt. Nachdem eigene Ver- 
suche zusammen mit Neuschlosz den Lactacidogenverbrauch 
bei der Arbeit des Froschmuskels unter gleichzeitiger Coffein- 
vergiftung nachgewiesen hatten, hat seither Embden!) durch 
geeignete Versuchsanordnung den Lactacidogenverbrauch bei der 
Arbeit des Froschmuskels auch direkt nachweisen kénnen, 
nachdem er ihn schon friiher beim Kaninchen sichergestellt hatte. 
Schon bei unseren Versuchen iiber den Wirkungsmechanismus 
des Coffeins haben wir uns der Embdenschen Methoden mit 
groBem Vorteil bedient. Es erschien daher lohnend, auch 
andre mit der Kontrakturfrage zusammenhingende Probleme 
mit der gleichen Methodik zu bearbeiten. In der vorliegenden 
Untersuchung behandeln wir die Frage der durch Chinin be- 
dingten Muskelkontraktur sowie die durch Novokain bewirkte 
Beseitigung der Coffein- (und Chinin-) Kontraktur. 


II. Die Chininkontraktur. 


Mit der Wirkung des Chinins auf den Skelettmuskel be- 
schiftigen sich in neuerer Zeit vorwiegend zwei Arbeiten, eine 
von Santesson’”) und eine zweite von Secher.’) LErsterer 
hatte sich vor allem die Liésung der Frage zum Ziel gesetzt, 
inwieweit Chinin die Leistung des Muskels beeinfluBe. Er 
kommt zum Ergebnis, daB es in kleineren Dosen zu einer kurz 
dauernden Steigerung der Leistung fiihren kann, daB aber die 
Ermiidung im allgemeinen frither auftritt als beim nicht ver- 
gifteten Tiere. Daf Chinin bei direkter Applikation eine Kon- 





1) Embden u. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, 8S. 181 (1922). 
2) Santesson, Schmiedeb. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 


Bd. 30, S. 411 (1892). 
8) Secher, Schmiedeb. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 


Bd. 78, S. 445 (1915). 
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traktur der Muskeln hervorruft, die unter Umstinden bis zur 
irreversiblen Starre sich steigern kann, war schon Alteren 
Untersuchern bekannt und ist von Santesson wie von Secher 

bestitigt worden. Hierbei erleidet die histologische Struktur 

| des Muskels ganz ahnliche schwere und irreversible Verinde- 
rungen, wie sie auch durch héhere Coffeinkonzentrationen be- i 
dingt werden (Secher). Die Ubereinstimmung hinsichtlich der ; 

oF Wirkung auf die Leistung, der Kontraktur und der Gewebs- i 
_  schiidigung, die zwischen Coffein und Chinin besteht, war schon 

. [F — wiederholt aufgefallen. Secher behandelt die Frage niher und 
| stellt fest, daB es trotz dieser Ubereinstimmung auch Unter- 





, [  schiede zwischen beiden Giften gibt. So fehlen die durch 
_ schwache Coffeinkonzentrationen bedingten reversiblen histo- 
; [ — logischen Veranderungen beini Chinin und letzteres verindert 
| [nicht die Form der Kinzelzuckung, wie es nach Secher das 
1 - Coffein tut. Dieser Autor lehnt daher die Theorie von der 
> [  Analogie der Wirkung der beiden Gifte ab. 
1 & Wenn man indessen am isolierten Froschmuskel die Wir- 
. ; kung héherer und niederer Konzentrationen von Chinin und ‘ 
> £  Coffein beim Eintauchen in diese Lésungen vergleicht, so draingt t 


sich die Ubereinstimmung im Verhalten der beiden Gifte doch 

sehr stark auf. Beide erhéhen in kleinen Dosen die Zuckungs- 

; fahigkeit, fiihren aber zu beschleunigter Ermiidung bei rhyth- 

_ — mischer Reizung. Zugleich tritt bei beiden Giften unter der 
} kombinierten Wirkung von Arbeit und Gift leicht Kontraktur 
yr &§ ein und bei hohen Dosen verursachen beide eine spontane 
Kontraktur des Muskels, die mehr oder weniger bald in irre- 
r &§ versible Starre itibergeht. Nun haben aber Riesser und Neu- 
2 §  schlosz (a.a. 0.) festgestellt, daB die Coffeinkontraktur mit 
eo OF einer erheblichen Abnahme der Lactacidogenphosphorsiure i. 
- —  einhergeht, und sie schlieBen, daf diese Abnahme, die mit as 
- &§ einer entsprechenden Anhiaufung von freier Siure im Muskel ‘ 
_ verbunden ist, die eigentliche Ursache der durch Coffein ver- E 

) oF ursachten Kontraktur darstellt. Vor allem die Beobachtung, iy 
: : daB ein mit kleinen Coffeinkonzentrationen vergifteter Muskel 
. | keine Abnahme des Lactacidogens zeigt, solange er nicht ge- 
__ reizt wird, und daB andrerseits bei rhythmischer Reizung der 
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Tabelle I. Chinin-Versuche. 
es ’ 7 _Gastrocnemius I ' Gastrocnemius I Restbein_ oe 
mt i oN LN , oN 
qaog ” ~ ~ | &eaE ~ ~ “ ag ~ + ~ ag 
.O 2 Oo | 2 2 —) .O}] fg Oo —) Oo; . 
22 | Froschart | qu fae | 4m 32/45) ah | ses] <h ae | ae | se] Be 
oA = i mise = my xq as an] ee, | eS merkungen 
*/o "fo | Vo °/o */o */o */o */o °/o */o lo | *lo 
1 Esculenta Chinin */1990 Normal om a 
10. V.22] Bayern |0,2762/0,3357/0,0595| 17,7 ]0,3417/0,4108}0,0691| 178} — — | — | — 
2 Temporaria Chinin */; 099 — Normal Beide Ga- 
17. V. 22] Greifswald |0,2265|0,2813]0,0548| 17,7 | — | — | — | — |0,2608/0,3405/0,0797| 17,9 wae 
3 Chinin 1/; oo — Normal 
20. V. 22 ” 0,2607 | 0,2903|0,0296/ 17, | — | — | — | — ]0,3101]0,4068/0,0967| 18,6 ” 
ico. | 
4 Chinin {so000 os Normal 
24. V. 22 | . 0,2878|0,3056|0,0178| 17,4} — | — | — | — |0,2818|0,8427/0,0609| 16,9 . 
Chinin 4/5909 Normal 
° Eaculenta in alk. Ringerlésung = in alk. Ringerlésung 
30. V.22] Bayern 0,3167|0,3745|0,0578| 18,8 | — | — | — | — |0,3226]0,4109]0,0883| 18,6 o 
é Chinin 1/199 Chinin */; 0, Normal 
‘ in gewohnl. Ringerlésung in alk. Ringerlésung in gewohnl. Ringerlésung — 
9. VI. 22 0,3181 |0,3554|0,0423| 17,8 }0,3231|0,3439]0,0208| 17,8 |0,3125|0,3877|0,0752| 17,0 
; Chinin 4/,o99 in oF — 
3 alkalischer Ringerlésung _ 
15. VI. 22 3 0,3404 | 0,3869]0,0465| 17,1 | — — | — | — |0,2607/0,4092|0,1385| 16,6 
Chinin 4/10 000 Chinin 4/, 00 
i Arbeit Ruhe Sormel _ 
3? ; 
8. V. 23 0,3496 | 0,4000]0,0504| 18,6 ]0,3360|0,4386|0,1026| 20,6 |0,3308|0,4136|0,0828| 19,0 
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Lactacidogengehalt nur bei Gegenwart von Coffein, nie aber 
am normalen Froschmuskel abnimmt, fiihrten zu dem SchluB, 
daB unter der Wirkung des Coffeins vor allem die normale 
Restitution des Lactacidogens aus seinen Spaltprodukten ge- 
hemmt werde, und da8 es dadurch zur Sdiureanhiufung und 
zur Kontraktur komme. Gleichzeitig aber schien die Quellungs- 
begiinstigung, welche Coffein insbesondere bei saurer Reaktion 
ausiibt, beim Zustandekommen der Kontraktur wesentlich be- 
teiligt zu sein. 

Angesichts der Ubereinstimmung in den meisten auBeren 
Wirkungen des Chinins und des Coffeins am Froschmuskel 
schien es interessant, zu priifen, ob dieser Gleichheit der Phi- 
nomene eine Gleichheit der Ursachen entspreche, d. h. ob etwa 
auch unter Chinin der Lactacidogenstoffwechsel im gleichen 
Sinne veriindert werde, wie unter Coffein. 

Auf diese Fragestellung ergeben unsere Versuche eine ein- 
deutige Antwort. Die analytischen Resultate sind in der Ta- 
belle I zusammengestellt. Hinsichtlich der Methodik verweise 
ich auf die Arbeit von Wechselmann (a.a.0O.) sowie auf 
meine Untersuchungen mit Neuschlosz. Als A-Phosphorsiure 
ist auch hier wieder die direkt bestimmte bezeichnet, wihrend 
als B-Phosphorsiure die nach zweistiindigem Verweilen des 
Muskels in 2°/,iger Natriumbicarbonatlésung bei 43 bis 45° 
frei werdende Siure angefiihrt ist. Die Differenz ist die 
Li-Phosphorsiure, d. h. also die Lactacidogenphosphorsaure. 
Die Versuche sind zum Teil an Temporarien der hiesigen 
Gegend, teils an Esculenten durchgefihrt, groBen, aus Bayern 
bezogenen Tieren, wobei im Hinblick auf entgegenstehende An- 
gaben betont sei, daB diese Esculentenmuskeln auch auf Coffein 
wie auf Chinin, ebenso gut mit Kontraktur reagierten wie die 
Muskeln von Temporarien. 

In allen Fallen nimmt der Lactacidogengehalt der mit 
Chinin zur Kontraktur gebrachten Muskeln ab und zwar in 
gleichem Grade, wie dies bei der Coffeinkontraktur der Fall 
ist. Konzentrationen von Chinin. hydrochlor. }/,,,. verursachen 
genau wie entsprechende Dosen von Coffein eine langsame und 
stetig fortschreitende Kontraktur, die bei langerer Dauer in 
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Starre iibergeht. Wird noch vor Kintritt der Starre, also im 
reversiblen Stadium der Kontraktur, der Lactacidogengehalt 
nach der Embdenschen Methode bestimmt, so ist er regel- 
maBig stark herabgesetzt. Wiahlt man eine niedrigere Kon- 
zentration, 4/,5999, 80 tritt keine spontane Kontraktur ein 
und der Lactacidogengehalt ist nicht vermindert. Reizt man 
aber den so vergifteten Muskel rhythmisch, so erfolgt sehr bald 
Kontraktur, und die Bestimmung ergibt ein sehr betrachliches 
Minus an Lactacidogenphosphorsiure (Versuche Nr. 4 u. 37 
der Tab. J). 

In einer mit Natriumcarbonat alkalisch gemachten Ringer- 
lésung wirkt Chinin besonders intensiv in Ubereinstimmung mit 
allen Erfahrungen, wonach die freie Base das eigentlich wirk- 
same Prinzip ist. Versuch 6 zeigt in einem Vergleich der 
Wirkung bei p, 6,8 und p,, 8,5 an den beiden Gastrocnemii 
desselben Frosches, daB bei sonst gleichen Bedingungen der 
Lactacidogenverlust in der alkalischen Lésung erheblich starker 
ist als in der neutralen. 

In dem gemeinsam mit Neuschlosz ausgefiihrten Coffein- 
untersuchungen war nachgewiesen worden, da8 mit der Kon- 
traktur eine Erhéhung der Durchliassigkeit der Grenzschichten 
einhergeht, offenbar als Folge der primiren Saureanhaufung 
im Muskel. Nachweisbar wird diese Permeabilititssteigerung 
mittels des Embdenschen Verfahrens der vergleichenden Ver- 
folgung der in gleichen Zeitabschnitten von einem vergifteten 
und einem unvergifteten Gastrocnemius ausgeschiedenen Phos- 
phorsiiuremenge. Die Anwendung dieses Verfahrens, bzgl. dessen 
Kinzelheiten auf die Arbeit von Embden und Adler?) sowie 
auf meine eigenen Untersuchungen mit Neuschlosz (a. a. 0.) 
verwiesen sei, ergab fir die Chininkontraktur genau das 
gleiche Resultat wie fir die Coffeinkontraktur, d. h. Vermeb- 
rung der Ausscheidung als Ausdruck erhéhter Permeabilitit. 
Das beigefiigte Protokoll eines Versuches zeigt dies ohne 
weiteres. 





1) Embden u. Adler, Diese Zs. Bd. 118, S. 1 (1922). 











Untersuchungen iiber Phosphorsiurestoffwechsel usw. 191 


Versuch vom 16, V. 1922. 
Esculenta. 
Beide Gastrocnemii um 9” in reiner Ringerlésung suspendiert 
(0,-Zufuhr). Hiaufiger Wechsel der Ringerlésung bis 2%. 
Phosphorsiureausscheidung 
920__950 + — — 
a kommt Muskel I wieder in reine Ringerlésung, Mus- 
kel II in Ringerlésung mit 1/1000 Chininhydrochlorid 
I II 
250__.320 +— + 
320__ 350 + — + 
350429 in dieser Periode wird 2 Minuten lang rhythmisch ge- 
reizt. Muskel II ermiidet schnell und zeigt beginnende 


Kontraktur: 
420__ 450 + — + + 
Bei Muskel II fortschreitende Kontraktur 
- + 
450__5,20 ae ie 
520__ 50 aa + 


Muskel II unerregbar. 
Beide Muskeln in reiner Ringerlésung iiber Nacht stehen gelassen 
(O,-Zufuhr). 


a. ¥s 
gro ++ ++4++ 
10% +: ++ 


Es stimmt also auch in dieser Hinsicht das Verhalten des 
mit Chinin vergifteten Muskels mit dem des Coffein vergifteten 
iiberein. 


Die aus den geschilderten Ergebnissen hervorgehende Tat- 
sache, da®B das Chinin die gleiche Stoffwechsel- und 
funktionelle Wirkung am Muskel hat, wie das Coffein, 
bedarf noch besonderer Erdérterung. 


In erster Linie erhebt sich die Frage: Welche Grund- 
wirkung ist den beiden Giften gemeinsam, durch welche sich 
die Gleichheit ihres physiologischen Kinflusses auf den Muskel 
erkliren 148t? Hier wird man in erster Linie an eine Gleich- 
heit der physikalisch-chemischen Beeinflussung denken, welche 
beide Gifte den Kolloiden der lebenden Muskelzelle gegeniiber 
ausiiben. Vom Coffein darf auf Grund bekannter kolloid- 
chemischer Wirkungen angenommen werden, daB es primar 
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den Zustand der lebenden Materie im Sinne einer Quellungs.- 
forderung beeinfluBt, die als Ursache der Muskelwirkung zu 
gelten hat. Es wire demnach anzunehmen, daB das Chinin 
den gleichen Wirkungstyp gegeniiber den Muskelkolloiden hat. 
Was bisher an physikalisch-chemisch zu deutenden Beobach- 
tungen vorliegt, wie etwa die letzthin von Rona?) mit so 
groBem Erfolge studierten Fermentwirkungen oder die koagu- 
lierende Wirkung des Chinins gegeniiber EKiwei8kérpern und 
die zuerst von Robertson?) studierten kombinierten Wirkungen 
von Salzen und gewissen Giften mit Chinin, gibt uns keine 
geniigenden Anhaltspunkte fir die Beurteilung der Frage. Die 
Untersuchungen von Neuschlosz%) iiber die Wirkung des 
Chinins auf die Viskositit von Gelatinelésungen sind erst recht 
fir unser Problem anscheinend nicht ausschlaggebend. Fand 
er doch, daB Chinin bei allen untersuchten H-Ionenkonzen- 
trationen, insbesondere auch bei saurer, quellungshemmend, 
und damit entgegengesetzt wirkt wie Coffein. Obwohl die 
Neuschloszschen Untersuchungen, wie insbesondere die Arbeit 
des gleichen Autors iiber die Digitaliswirkung am Muskel*) 
und ebenso unsre gemeinsamen Untersuchungen iiber Veratrin 
(a. a. QO.) zeigen, fiir die Deutung biologischer Probleme von 
groBer Bedeutung sind, so kénnen sie uns doch nicht in allen 
Fallen als Wegweiser dienen. Angesichts der Verschiedenheit, 
die wir ohne weiteres zwischen Gelatinelésungen und lebenden 
Zellkolloiden annehmen miissen, ist dies ja auch nicht ver- 
wunderlich. Mir selbst will es scheinen, also ob man fiir die 
Muskelwirkung des Chinins und des Coffeins, mit ihrer genauen 
Ubereinstimmung sowohl der mechanischen als der chemischen 
Phinomene, nur eine Gleichheit der kolloidchemischen Wiu- 
kungen als Ursache annehmen kann. 

Eine zweite, den Pharmakologen interessierende Frage 





1) Rona u. Mitarbeiter, Biochem. Zs. Bd. 128, S. 169 (1921); Bd. 130 
u. 184 (1922). 

*) Robertson, Journ. of biol. Chem. Bd. 1, (1906). 

’) Neuschlosz, Schmiedeb. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 
Bd. 94, S. 190 (1922). ' 

*) Neuschlosz, Pfliigers Arch. Bd. 197, S. 235 (1923). 
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ergibt sich aber weiterhin aus den obigen Ergebnissen. Die 
kolloidchemische Grundwirkung des Coffeins ist sicher nicht 
nur bei seinem EKinfluB auf die Muskelleistung, sondern auch 
hinsichtlich der in anderen Organen bedingten funktionellen 
Verinderungen das eigentlich wirksame. Kommt dem Chinin 
aber, wie unsere Versuche zeigen, eine gleiche Wirkung auf 
Kolloide zu wie dem Coffein, so miiBte man auch hinsichtlich 
der Beeinflussung andrer Organfunktionen als derjenigen der 
Muskeln gewisse Analogien erwarten. Wenn auch selbst- 
verstiindlich anzunehmen ist, da8f ein so vielfialtig wirkendes 
Gift wie das Chinin, nicht etwa einen einzigen kolloidchemischen 
Wirkungsmechanismus hat, so mu8 es doch als wahrscheinlich 
bezeichnet werden, da die hinsichtlich der Muskeln beobachtete 
Ubereinstimmung einer seiner Wirkungen mit dem Coffein auch 
sonst irgendwo sich geltend mache. Diese Frage ist einer be- 
sonderen Untersuchung vorbehalten. Nur bei sorgfiltigem 
direktem Vergleich wird sich mit Sicherheit sagen lassen 
kénnen, ob gewisse bekannte Erscheinungen der Chininwirkung 
am Herzen und am glatten Muskel sich mit denen der Coffein- 
wirkung in Analogie stellen lassen. 


III, Die antagonistische Wirkung des Novocains gegeniiber 
der durch Coffein bewirkten Muskelkontraktur. 


Vor kurzem berichtete Schiiller’) tiber eine Beobachtung, 
derzufolge die durch Coffein bewirkte Muskelstarre durch vor- 
herige Behandlung des Muskels mit Novocain aufgehoben 
werde. Weiterhin zeigten fast gleichzeitig sowohl Schiller 
als Riesser*), daB anch die Veratrinmuskelwirkung durch 
Novocain behoben wird. Dasselbe gilt nach Riesser®) fir 
die Acetylcholin-, nach E. Frank‘) fir die Nicotinkontraktur. 
Schon allein aus der Tatsache, daB die kontrakturbeseitigende 
Wirkung des Novocains sich in gleicher Weise bei Kontraktur- 


‘) Sehiiller, Schmiedeb. Arch. fiir experim. Pathol, u. Pharmakol. 
Bd. 91, S. 125 (1922). 
*) Riesser, Ebenda Bd. 92, 8, 254 (1922). 
*) Derselbe, Ebenda Bd. 91, S. 1 (1922). 
‘) E. Frank und Al. Katz, Ebenda Bd. 90, 8. 149 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX XX. 13 
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formen AuBert, die ihrem Wesen nach grundverschieden sind, 
sollte man schlieBen, daB es sich nur um eine Wirkung auf 
die Kontraktilitat der Muskelfaser selbst, d.h. letzten Endes 
um eine kolloidchemische Wirkung des Novocains handeln 
konne. Nun bot sich indessen fiir den Fall Antagonismus 
gegeniiber dem Coffein eine Gelegenheit der genaueren Analyse. 
Wenn wir die Wirkung des Coffeins in den drei Ktappen: 
Kolloidverinderung, Stoffwechselverinderung, Kontraktur zu- 
sammenfassen, so kénnte die Wirkung des Novocains entweder 
primir das erste Stadium der Coffeinwirkung betreffen und 
damit auch alle folgenden Stadien, oder aber es bleiben die 
zwei ersten Wirkungsphasen des Coffeins unverindert und 
lediglich die Umsetzung ihrer Wirkung in Kontraktion kommt 
durch eine Kontraktilititshemmung in Fortfall. 

Was zuniichst den SuBeren Ablauf der funktionellen Zu- 
stande betrifit, wenn man einen Froschgastrocnemius zuerst 
mit Novocain, dann mit Coffein behandelt, so ist dariiber 
folgendes zu sagen. 

Novocain allein in Konzentration von 3/,5). bis */,,, lahmt 
den Muskel innerhalb einer mehr oder weniger kurzen Zeit.’) 
Diese Laihmung hingt in ihrer Geschwindigkeit und ihrem 
Grade von der Temperatur merklich ab. Bei Kihlung auf 
etwa 10 Grad gelingt es oft selbst mit Konzentrationen von 
1/5, nicht véllige Lahmung zu erzielen, bei Zimmertemperatur 
von durchschittlich 20° ist die Lihmung selbst bei Konzen- 
tration 1/, 9) Schon innerhalb héchstens einer Stunde vollstindig. 
Bringt man einen mit Novcoain ganz oder teilweise gelihmten 
Muskel in Coffein-Ringerlésung 1/,,,, oder +/,,,,, so wird die 
durch solche Konzentration am Kontroll-Gastrocneminus schnell 
eintretende Kontraktur im Novocain-behandelten Muskel stark 
gehemmt, allerdings in meinen Versuchen fast nie véllig hinten- 
angehalten. Dasselbe Bild ergab sich auch fir die Wirkung 
des Kokains. Die Untersuchung des Lactacidogengehaltes er- 
folgte meist in der Weise, daB der eine Gastrocnemius fiir den 
antagonistischen Versuch diente, der zweite mit Coffein allein 





1) Vergl. O. Gross, Ebenda Bd. 62, S. 380 (1910). 
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vergiftet wurde, wahrend der Rest eines der Beine (als ,,Rest- 
bein* in den Tabellen bezeichnet) den Normalwert lieferte. 
Die Dauer der Novocainwirkung betrug meist ca. 1 Stunde, die 
der nachfolgenden Coffeinbehandlung zwischen 15 und 45 Min. 
Mafgebend war das erstrebte Wirkungsbild. Uber die Er- 
gebnisse unterrichtet die Tabelle II. 

Die Tabelle enthalt drei Versuche (Vers. 8, 9, 10) mit Ko- 
kain und 7 (Vers. 14a, 15, 16, 17, 22, 25, 27) mit Novokain. 
Die erstgenannten stammen aus dem Juni, die letztgenannten aus 
dem August/September 1922 und Januar/Mirz 1923. Sie sind alle 
an groBen bayrischen Esculenten derselben Herkunft angestellt. 

Die Novocainversuche ergeben ein ganz iibeinstimmendes 
Resultat. Stets nimlich war der Lactacidogengehalt in dem 
mit Coffein allein behandelten Muskel stark, in dem zuerst 
mit Novocain, dann mit Coffein behandelten schwach oder gar 
nicht vermindert. Dabei gewann man aus der Betrachtung der 
Muskelkurven den Kindruck, daB die Lactacidogenabnahme um 
so stirker gehemmt wurde, je besser die antagonistische, kon- 
trakturhindernde Wirkung des Novokains sich geltend machte. 
Von den drei Versuchen mit Kokain verlief nur der eine, 
Nr. 10, im gleichen Sinne, in diesem Versuch ist statt Coffein 
Chinin angewandt worden; der iiuBere Ablauf ist genau der 
gleiche wie beim Coffein. Dagegen zeigte sich in zweien bei 
der Kombination Kokain-Coffein der Lactacidogengehalt starker 
gemindert als bei Coffein allein. Von 10 Versuchen verliefen 
demnach 8 gleichsinnig, indem der mit Novocain vorbehandelte 
mit Coffein nachbehandelte Muskel geringe oder garkeine Lacta- 
cidogenabnahme aufwies, zwei Kokainversuche dagegen fielen 
heraus. Da die Kokainversuche aus der ersten Zeit stammen, 
in der wir iiber die Versuchsbedingungen noch nicht geniigende 
Erfahrungen besaBen (siehe weiter unten) so sind sie nicht 
von gleichem Wert wie die Novocainversuche. Auch war gerade 
in diesen Versuchen die Kontrakturminderung durch die Kokain- 
vorbehandlung eine sehr unvollkommene. Ich stehe daher nicht 
an, den Schlu8 zu ziehen, daB die Aufhebung der Kontraktur- 
wirkung des Coffeins in der Regel mit einer Aufhebung 
seiner Stoffwechselwirkung einhergeht. Daraus wire zu 
18* 












































196 Otto Riesser, 
Tabelle II. Novocain-(Kokaing“eit 
ss . Gastrocnemius I Gastrocnemius I] 
ersucns- ences oe ies = 
nummer Froschart A B L igs A aie |, 
=| | g 6 
Datum H,PO,| H,PO,|H,PO,| 42=2|H;P0,|H,PO,|H,PO, £: 
"lo | “fo | “bb jae at et hy ee 
8 Esculenta Erst Kokain ’/;o00; Coffein '/ 
x dann Coffein ¥/; 55, 7 
- ayr. S 
20. VI. 22 "10,8374 | 0,3565|0,0191 | 18,22 |0,3333 |0,3960 | 0,0627 11; 
1 I 
9 Erst Kokain — Cofiein 1/,... 
96. VI 22 ” dann Coffein 4/, 90 | 
ee 0,3319/ 0,8485| 0,0166, 16,76 ]0,3357/0,4031 |0,0674 18°16 | 
10 Erst Kokain /s0009 Kokain '/,,,, 
ss cig i dann Chinin 4/, 50, ) . 
tei 0,2514 | 0,2978 | 0,0464| 15,26 |0,2476 | 0,2805 | 0,0329) 15,4174 
ida Erst Novocain 1/, 59, Coffein 
«ieee re dann Coffein */,999 
die 0,3187/ 0,3678|0,0491| 15,79 |0,8867 | 0,3706 0,039) 15 3876 
" 1 1 
15 Erst Novocain » ae Coffein 1/, 
cicihaiead * dann Coffein ¥/, 50, 
ila iets 0,2813] 0,3169|0,0356| 15,5 |0,2854/0,2895 /0,0041 1), pP950 | 
16 Erst Novocain ee Coffein */.., 
sisi se dann Coffein 1/,,, 
side i 0,3250/ 0,4153| 0,0903| 19,87 ]0,3365  0,3771 | 0,0406 1°. 192 
17 Erst Novocain |, an Collen Yr. 
7 dann Coffein */,55, 
9. IX. 22 ) Peer pit aio 2! 2990 | 
0,2992 | 0,3552 | 0,0560/ 18,17 ]0,3124|0,3537|0,0413. 1s, 
a tale 1 
99 Erst Novocain ; ae Miovocain in. 
" dann Coffein 4/,95, 
8. 1. 23 ee amc | | - M2268 | | 
0,2459 0,3187|0,0678| 15,94 |0,2476 |0,2487/ 0,001, 15, | 
25 Erst Novocain 1/950, Erst Coffein */; 00 
- dann Coffein 1/, 5, dann Novocaiv '/s5, . 
bY) | | | | | lohed 1Q 3 | 
ieaehend 0,8013 | 0,3823 |0,0810) 18,70 [0,3139|0,3893| 0,074 ( 
27 Erst Novocain 1/;,0, ne 
; dann Coffein 7/ 
7 1000 | 
16. III. 28 3480 | ¢ 








0.3187 | 0,3870  0,0683 





20,11 
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197 
‘okcais ‘offein- Versuche. 
rs Restbein I Restbein II 
& aA B | L a3 A B L Lee. Bemerkungen 
. 4:90, | H,PO, | H,PO, | $352] H,Po, | HPO, | H,PO, | 4352 
La, Hl Hg 
. Normal ten 
| 17.3829 | 0,4264 | 00935 |18,08 | sa = ag 
Normal -_ alkal. Ringer- 
; ' at lésung 
{| 1g Q3196 | 0,4241 | 01045 | 1658] ee - - 
Normal rae 
)| 1,q21T4 | 0,2827 | 0,0653 ji4e7]  — bet ‘ - 
| Normal ~— 
| 15q876 0.4530 | 00654 ji9e2] om > - 
| Normal | a 
134°950 0.8383 | 00438 | 16,3 ih se : a 
Normal : 
| i9gPl92 | 0,4045 | 0,0853 | 19,34 | - = os 
Normal a 
isf°990 | 0,3662 | 0,0672 [18,24] oe a = 
Normal Coffein 4/,55, ac 
1p"68 | 0,2688 | 0,0420 14,65 | 0,2437 | 0,2723 | 0,0286 | 15,07 
4 Normal Novoeain 1/,,, on 
18f§8035 | 0,8568 | 0,0528 | 16,99 | 0,2999 | 0,8479 | 0,0487 | 17,41 
Normal Novocain 1/,,, -4 
480 | 0,4824 | 0,0849 /21,15 | 0,3461 | 0,4127 | 0,0666 | 21,79 
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2 hoa eRe Saas ees Bete : Pith thee dd SIRE? ee 
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198 Otto Riesser, 
Tabelle IIL. Kokain y, 
Gastrocnemius [ 
Versuchs- ae 
nummer Froschart Gift ihe .  ) : a 
Datum H,PO, | H,PO, | H,PO, | #¢ 
fo lo * | at 
14b Esculenta Novocain Arbeit 
9. VIII. 22 é /1000 0,3413 | 0,3803 | 0,0390 14,5 
18 Arbeit 
13. XII. 22 '. ‘ 0,8438 | 0,3873 | 0,0435 205 
19 Novocain Arbeit 
18. XII. 22 ‘ "1500 0,2208  0,2654 | 0,0451 | 16,3 
26 Temporaria Arbeit 
13. III. 23 ry 0,3001 | 0,4449 | 01448 19.1 
30 Esculenta Novocain Normal 
9. IV. 23 J */950 0,3203 | 0,3882 | 0,0679 19, 
31 4 Normal (Arbeit) 
10. IV. 23 2 i 0,3395 | 0,3983 | 0,0588 16, 
32 Normal (Arbeit) 
11. IV. 23 ig 0,3747  0,4266 | 0,0519 18,3 
33 ‘s Novocain Normal 
12. IV. 23 d /1000 0,3299 | 0,4133 | 0,0834 21,9 
34 Normal (Arbeit) 
18. IV. 23 0,3903 | 0,4472 | 0,0569 | 20,5 
35 Novocain Normal 
16. IV. 28 . /s00 0,3226 | 0,3958 | 0,0707 20,9 
36 - Normal (Arbeit) 
20. IV. 23 2 0,3155 | 0,4217 | 0,1062 20,2 
12 Esculenta Kokain Arbeit 
11. VII. 22 bayr. 1/1000 0,3615 | 0,4850 | 0,0735  18/ 
12a Arbeit 
12. VII. 22 0,3170 | 0,3880 | 0,0710 — 17,1f 
14 Arbeit 
31. VIL. 22 ‘ 0,3958 | 0,4820 | 0,0362 20,6 
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| ( 

11 ( 
2184 | ( 
3295 | ( 
3329 | ¢ 
3675 | ( 
3836 | ¢ 
3507 | ¢ 
53957 | C 
3274 | 0 
411 | ¢ 
3469 | 0 
3273 | ¢ 
3928 | 0 
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substanz 


14.5 


10,8 


16,9 


19,1 


19,6 


1,9 





ovocain bei Ruhe und Arbeit. 
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Gastrocnemius II Restbein 
A a i B | ¥ a8 A | P + ~ ay Bemerkungen 
§,P0, | H,PO, | H,PO, | 2><| H,PO, | H,PO, | H,PO, | 32=< 
Be | % | % [8% | % | % | hm {és 
ae Ruhe Normal ‘ _ 
3293 | 0,8882 | 0,0589 | 15,2 | 0,3243 | 0,8902 | 0,0659 | 14,2 - 
| Ruhe Normal 
3311 | 0,3485 | 0,0174 | 20,7 | 0,2893 | 0,3876 | 0,0488 | 19,4 aid 
Ruhe Normal 
2184 | 0,2339 | 0,0155 | 17,0 | 0,2250 | 0,2675 | 0,0425 | 16,7 - 
... — i «a 
$295 | 0,3511 | 0,0116 | 20,0 | 0,3124 | 0,3937 | 0,0813 | 18,7 L=0,08349 , 
Ruhe aa 
3329 | 0,4050 | 0,0721 | 20,0 | — si wie om a 
Arbeit 
675 | 0,4087 | 0,0412 | 17,2 | — — - io 
Arbeit 
3336 | 0,4518 | 0,0682 | 18,3 | — _ _ “ 7 
Ruhe _ 
3507 | 0,4308 | 0,0801 | 22,7 | — - “ se oo 
Arbeit — 
53957 | 0,4609 | 0,0652 | 22,07] — ae wits wins Pp 
Ruhe — 
274 | 0,4026 | 0,0752 | 20,5 | — — — “ - 
Arbeit - 
411 | 08977 | 00566 | 196 | — | —~  — | = ie 
Ruhe Normal 
469 | 0,4118 | 0,0649 | 18,0 | 0,3410 | 0,4141 | 0,0781 | 17,8 ims 
Ruhe Normal 
3278 | 0,8919 | 0,0646 | 17,0 | 0,3130 | 0,3639 | 0,0509 | 15,8 ; 
Ruhe Normal 
| 0,4522 | 0,0504 | 21,5 | 0,3972 | 0,4547 | 0,0575 | 20,9 if 
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folgern, daB die antagonistische Wirkung des Novocains gegen- 
itiber dem Coffein schon im ersten Stadium, der primiiren 
Kolloidwirkung, einsetzt, wodurch dann auch die Folge dieser 
Kolloidverinderung, die Stoffwechselverinderung, ausbleiben 
mu. Die Beobachtungen iiber die uneinheitliche Wirkung des 
Kokains und andre Griinde lieBen es wiinschenswert erscheinen, 
zu untersuchen, wie sich Kokain oder Novocain allein, sei es 
bei Muskelruhe oder bei gleichzeitiger Reizung hinsichtlich 
des Lactacidogengehaltes verhalten. Es zeigte sich bald, dab 
hier sehr komplizierte Verhiltnisse vorlagen. In Tabelle III 
sind die hierzu gehérigen Versuche zusammengestellt. Aus 
Tab. II sind noch die Versuche 22, 25 und 27 hier zu verwerten. 

Betrachtet man zunichst die Ruheversuche (22, 25, 27, 
14b, 18, 19, 26, 30, 33, 35) mit Novocain, so zeigt sich, dai 
der Lactacidogengehalt durch Novocain in Konzentrationen 
1/,0002 2/9802 -/s002 12 7 Versuchen merklich, zum Teil sehr 
erheblich, niedriger ist, als der normale (Vers. 22, 25, 27, 
14b, 18, 19, 26), wahrend er in 4 Versuchen praktisch gleich 
dem normalen blieb (Vers. 30, 33, 35 und 26 ,,Restbein“). Bei 
den Versuchen mit Kokain ist, unter insgesamt dreien, in einem 
(Vers. 12) eine Abnahme festzustellen, wihrend in zwei anderen 
ein Gleichbleiben oder gar eine leichte Erhéhung vorhanden 
ist (Vers. 12a und 14). Unter insgesamt 14 Versuchen mit Novo- 
cain und Kokain ist der Lactacidogengehalt also 8 mal vermindert 
und 6mal unvermindert. Was die Arbeitsversuche anbetrifft, so 
verfiigen wir iiber insgesamt 11, davon 8 mit Novocain und 3 
mit Kokain. Unter den 8 Novocainversuchen waren 5 (Vers. 18, 
19, 26, 32, 34), in denen der Lactacidogengehalt gleich oder hoher 
war im Novocainvergifteten als im normalen Muskel, drei dagegen, 
in denen er geringer war (Vers. 14b, 31, 36). Von den drei Kokain- 
versuchen zeigte einer (Vers. 14) eine Verminderung, die beiden 
anderen ein Gleichbleiben (Vers. 12) oder eine Vermehrung 
(Vers. 12a). Im ganzen also ergaben von insgesamt 11 Ver- 
suchen am arbeitenden Muskel 7 eine Vermehrung oder ein 
Gleichbleiben des Lactacidogengehaltes und 4 eine Vermin- 
derung. Es ist also hier das Verhiltnis umgekehrt wie beim 
ruhenden Muskel. 
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Diese durchaus unerwarteten Ergebnisse boten der Er- 
klarung zunichst recht erhebliche Schwierigkeiten. Abgesehen 
von dem Mangel an RegelmiBigkeit in den Ergebnissen, muBte 
es vor allem paradox erscheinen, da8 unter Novocain der Lactaci- 
dogengehalt in der Ruhe in der Mehrzahl der Falle abnimmt 
und bei der Arbeit, die ja selbst einen Lactacidogenverbrauch 
bedingt, gleich bleibt oder gar zunimmt. Andrerseits: Wie soll 
man es erkliren, da8 die durch Coffein bedingte Lactacidogen- 
abnahme durch ein Gift verhindert wird, das, allein angewandt, 
selbst den Lactacidogengehalt herabzusetzen vermag? Hierfiir 
bieten sich zunichst rein theoretisch folgende Erklairungs- 
méglichkeiten. Es ist offensichtlich, daB die Wirkung des 
Novocains auf den Lactacidogengehalt in weitgehendem MaBe 
von dem jeweiligen Zustand des Muskels abhingt. Dies gilt 
anscheinend schon von normalen Schwankungen, wie sich aus 
der Verschiedenheit der Wirkung in verschiedenen Versuchen 
aber vor allem daraus ergibt, das mitunter selbst verschiedene 
Muskeln desselben Tieres nicht gleich reagieren (Vers. 26). 
Die Versuche mit Arbeit und mit Coffein weisen aber darauf 
hin, daB fiir die Novocainwirkung besonders der Quellungs- 
zustand der Muskelkolloide maBgebend ist. Wenn wir uns 
vergegenwiartigen, daB sowohl die bei der Arbeit entstehenden 
Siuren, als das Coffein, das eine gemeinsam haben, daB sie 
quellungsférdernd wirken, so ergibt sich die Vorstellung, daB 
jeder quellungsférdernde Faktor die Wirkung des Novocains 
aufhebt. Diese Hypothese schlieBt also die Annahme in sich, 
da8 nicht nur das Novocain die Coffeinwirkung aufhebt, sondern 
auch umgekehrt das Coffein die Novocainwirkung, wenigstens 
soweit es sich um die Wirkung auf den Lactacidogengehalt 
handelt, daB also ein gegenseitiger Antagonismus der 
beiden Gifte vorliegt. Dadurch wird es verstindlich, daB 
eine Kombination beider Gifte den Lactacidogengehalt weniger 
vermindert, als jedes einzelne fir sich. Die Annahme eines 
gegenseitigen Antagonismus der beiden Gifte ist tiberdies um so 
niher liegend, wenn wir uns diesen Antagonismus als einen 
kolloidchemischen vorstellen dirfen. In diesem Falle ist in 
der at die Gegenseitigkeit der Wirkung ein Postulat. Die 
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Tatsache, daB in mehreren Fallen der arbeitende Novocain- 
muskel sogar eine Vermehrung des Lactacidogens gegeniiber 
der normalen Kontrolle aufwies, wird durch unsere Uberlegungen 
nicht geklirt. Es wire miiBig, eine oder die andre mégliche Hypo- 
these zu erértern, ehe nicht weitere Untersuchungen vorliegen. 

Unsere Ergebnisse bediirfen noch in weiterer Hinsicht der 
Erérterung. Die Aufhebung der Coffeinwirkung durch das 
Novocain wird von uns als das Ergebnis eines kolloidchemischen 
Antagonismus betrachtet. Wenn wir demnach vom Kokain 
und Novocain annehmen, daB sie in einer ganz bestimmten 
Weise den Zustand der Muskelkolloide zu beeinflussen ver- 
mégen, so ist hierin wohl ganz allgemein die Ursache fiir die 
kontrakturaufhebende Wirkung dieser Gifte zu sehen. Wahrend 
sie aber im Falle der Coffeinkontraktur die Ursache selbst der 
Kontraktur, niimlich die Stérung des Lactacidogenstoffwechsels 
beseitigen, wird es sich bei den anderen Kontrakturformen, 
wie bei der Veratrinkontraktur oder der Acetylcholinkon- 
traktur, wohl eher darum handeln, da8 die Kontraktilitiit der 
Muskelfaser selbst ‘durch jene kolloidchemischen Wirkungen 
des Novocains aufgehoben wird. Vielleicht gilt dasselbe auch 
fiir die durch Novocain bedingte Lihmung. Sicher ist, dab 
diese mit der Lactacidogenwirkung des Novocains nichts zu 
tun hat, denn sie tritt ein ganz unabhingig davon, ob in 
einem gegebenen Falle das Lactacidogen durch Novocain 
vermindert wird oder nicht. 

Zweifellos sind unsere Ergebnisse hinsichtlich der Novo- 
cainwirkung trotz aller darauf verwandter Miihe bisher noch nicht 
als befriedigende oder abschlieBende zu betrachten, vielmehr be- 
diirfen sie vielseitiger Erginzung, um den Wert der zur Erklarung 
der Beobachtungen aufgestellten Hypothesen zu priifen. Das 
Interesse aber, das nicht nur aus theoretischen, sondern ebenso 
aus praktisch-klinischen Griinden dem Studium der Novocain- 
wirkung am Muskel zukommt, wird die weitere Erforschung 
seines Wirkungsmechanismus lohnend erscheinen lassen. 

Unsere Untersuchungen erweisen aufs neue den Wert, aller- 
dings auch die Leistungsgrenzen quantitativ chemischer Me- 
thoden fir die Klirung gewisser Teilprobleme der Muskel- 
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pharmakologie und -Physiologie. DaB die Analyse so feiner 
und ineinandergreifender Vorginge, wie sie der funktionellen 
Wirkung der Gifte auf den Muskel eigen sind, nicht durch eine 
einzige Methode, sondern nur durch viele und verschiedenartige 
moglich ist, darf nicht vergessen werden. In dem Zusammen- 
wirken pharmakologischer und physiologischer Verfahren, das 
allein auf diesem Gebiet zu Erfolgen fiihren kann, und in der 
allgemein biologischen Bedeutung der zu lésenden Probleme, 
liegt der gréBte Reiz des Studiums muskelphysiologischer Vor- 
ginge. Wenn dann zuletzt, aus mithevollen Kinzeluntersuchungen, 
auf die Kossels’) Wort von der entsagungsvollen Arbeit des 
Biochemikers nur zu oft zutrifft, schlieBlich doch die Méglichkeit 
erwichst, in geistiger Synthese die Lésung eines gréBeren wissen- 
schaftlichen Problems zu finden, so darf der Forscher auch dann 
sich seiner Arbeit freuen, wenn es ihm nicht vergénnt ist, das 
zu erreichen, was unserem verehrten Lehrer in einem Leben 
echtesten wissenschaftlichen Schaffens zuteil wurde: Die Einzel- 
leistung zur wissenschaftlichen Synthese zu steigern und ein 
Gebiude wissenschaftlichen Fortschritts auf dem Fundament 
zu vollenden, das er selbst errichtet hat. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Die Wirkung des Chinins auf den isolierten Frosch- 
gastrocnemius ist in den wichtigsten Punkten der des Coffeins 
gleich. Diese Ubereinstimmung erstreckt sich auch auf das 
Verhalten des Phosphorsiurestoffwechsels und der Permeabilitit 
der Muskeln. Héhere Konzentrationen (1:1000), welche direkt 
Kontraktur erzeugen, fiihren zu einer erheblichen Verminderung 
des Lactacidogenbestandes. Niedere Konzentrationen (1:10000) 
beeinflussen in der Ruhe weder den Kontraktionszustand noch 
den Lactacidogengehalt. Wird der Muskel aber gleichzeitig 
rhythmisch gereizt, so tritt Kontraktur und zugleich Lactacido- 
genabnahme ein. Wie beim Coffein, wird auch hier die Wirkung 
erklirt als eine Hemmung der Restitution, wahrscheinlich ver- 
bunden mit einer Quellungsférderung der Muskelkolloide. Es 





1) A. Kossel, Rektoratsrede, Heidelberg 1908. 
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wird die Frage zur Diskussion gestellt, inwieweit die Wirkungs- 
analogie des Coffeins und des Chinins hinsichtlich des Muskels 
auch fiir andere Wirkungen dieser Gifte insbesondere auf mus- 
kulése Elemente gilt. 

2. Die Aufhebung der Coffein- (und Chinin-) Kontraktur, 
welche durch Vorbehandlung des Muskels mit Novocain oder 
Kokain erzielt werden kann, geht mit einer Hemmung der 
Stoffwechselwirkung jener Gifte einher. Der Lactacidogen- 
gehalt mit Novocain vorbehandelter Muskeln wird durch nach- 
herige Coffeinbehandlung wenig oder gar nicht herabgesetzt, 
wenigstens in der Mehrzahl der Fille. Es hemmt also Novo- 
cain durch seine auf die Muskelsubstanz selbst gerichtete 
wohl kolloidchemische Wirkung die Ursache der Coffein- 
kontraktur selbst. 

3. Die Untersuchung der Wirkung von Kokain und Novo- 
cain allein auf den Lactacidogengehalt der Muskeln fiihrt zu 
dem zuniichst paradox erscheinenden Ergebnis, da8 in der 
Mehrzahl der Falle am nicht arbeitenden Muskel Novocain 
allein den Lactacidogengehalt herabsetzt, wihrend am arbeiten- 
den Muskel diese Abnahme ausbleibt oder gar eine Vermehrung 
eintritt. Es wird versucht, diese Befunde mit der oben ge- 
schilderten Hemmung der durch Coffein bedingten Lactacidogen- 
abnahme durch eine Hypothese in Einklang zu bringen, nach 
der alle quellungsférdernd wirkenden Eingriffe, zu denen Arbeit 
und Coffeinvergiftung zu rechnen sind, die Lactacidogenwirkung 
des Novocains aufheben, so daB also dem Antagonismus Novo- 
cain-Coffein ein Antagonismus Coffein-Novocain entsprechen 
miiBte. 


Zum Schlusse méchte ich auch an dieser Stelle der tech- 
nischen Assistentin am hiesigen Institut, Frl. Anneliese Hansen, 
fiir ihre gewissenhafte und wertvolle Hilfe, insbesondere bei 
dem umfangreichen analytischen Teil dieser Arbeit, meinen 
besonderen Dank aussprechen. 
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Zur Kenntnis der spezifischen Einstellung der Fermente. 

Ein Beitrag zur Frage der Méglichkeit, mittels Fermenten 

festzustellen, ob Aminosduren mit bestimmter Konfiguration 

in der Natur und insbesondere als Bausteine von Proteinen 
vorkommen. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1923.) 


Zahlreiche Untersuchungen haben ergeben, daB Ferment- 
lésungen (Pankreassaft, GewebspreBsifte, Hefemazerationssaft 
und HefepreBsaft), die jene Fermente enthalten, die Polypeptide 
zu spalten vermégen, in feinster Weise auf Unterschiede in 
der Konfiguration der Bausteine dieser Verbindungen ein- 
gestellt sind.1) Enthilt ein Polypeptid eine Aminosiure, die 
eine Konfiguration besitzt, die in der Natur nicht vorkommt, 
dann unterbleibt die Spaltung durch Fermente und zwar auch 
dann, wenn ein solcher Baustein innerhalb von solchen vor- 
kommt, die EiweiBbausteine darstellen.?) Ferner ist bekannt, 
dai razemische Aminosiuren asymmetrisch gespalten werden, 
wenn sie Zellen dargeboten werden.') Es bleiben dann jene 
Komponenten unabgebaut iibrig, die eine fremdartige Kon- 
figuration besitzen. Ebenso werden razemische Polypeptide 
asymmetrisch zerlegt, sofern in ihnen Kombinationen von Amino- 
siuren vorkommen, die in den Proteinen enthalten sind. 


1) Vgl. die Literatur bei Emil Abderhalden, Lehrbuch der 
physiologischen Chemie. V. Aufl., 2. Teil (1923). 

*) Vgl. Emil Abderhalden und Handovsky: Fermentforschung 
Bd. 4, S. 316 (1921). 
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Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde die Frage 
aufgeworfen, ob die Méglichkeit besteht, mit Hilfe von Fer. 
menten die Frage zu entscheiden, ob bestimmte Aminosiuren 
als EKiweiBbausteine in Frage kommen, und welche Konfigu- 
ration von diesen in Betracht kommt. Zur Entscheidung dieser 
Frage wurden Aminosiuren synthetisch bereitet, die in der 
Natur bis jetzt nicht aufgefunden sind und deren Vorkommen 
als KiweiBbausteine sehr unwahrscheinlich ist. So wurden «-dl- 
Aminoheptylsiure’), «-dl-Aminocaprylsiure?) und «-dl-Amino- 
myristinsiure*) dargestellt. Aus diesen Aminosiuren wurden 
Polypeptide aufgebaut, wobei als weitere Bausteine in der 
Natur vorkommende Aminosiuren verwendet wurden. Ks zeigte 
sich, daB die erwahnten razemischen Aminosiuren von 
Hefezellen asymmetrisch gespalten werden. Ferner 
lieB sich auch eine asymmetrische Spaltung razemischer Poly- 
peptide, an deren Aufbau die genannten Aminosiuren beteiligt 
sind, nachweisen. Aus diesen Beobachtungen geht hervor, 
daB die auf Aminosiuren und Polypeptide ein- 
gestellten Fermente ohne Zweifel auf eine bestimmte 
Konfiguration der in Frage kommenden Molekiile ein- 
gestellt sind, nicht aber auf die gesamte Struktur. 
An und fiir sich war zu erwarten, daB @-Aminosiiuren, die in 
der Natur bis jetzt nicht angetroffen worden sind, von Fer- 
menten unangegriffen bleiben wiirden. 


Aus der Beobachtung, daB von den optischen Antipoden 
von Aminosiuren immer nur ein Teil durch Fermente ver- 
indert wird, kann mit gréBter Wahrscheinlichkeit geschlossen 
werden, da& allen EiweiBbausteinen eine bestimmte 
gleichartige Konfiguration zukommt. Vom Alanin und 
den von ihm ableitbaren Aminosiiuren kennen wir die Konfi- 





1) Emil Abderhalden und §S. Glaubach, Fermentforschung 
Bad. 6, S. 348 (1922). 

*) Emil Abderhalden und K. Goto, Fermentforschung Bd. 7, 
S. 95 (1928). 

*) Emil Abderhalden und M. Tanaka, Fermentforschung Bd. 7, 
S. 158 (1928). 
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guration.') GewiB lassen sich fir jene optisch-aktiven Amino- 
siuren, die von Fermentlésungen verindert werden oder aber 
unangegriffen bleiben, Schliisse auf ihre Konfiguration ziehen. 

Ks bleibt eine reizvolle Aufgabe, durch Fortfiihrung der 
Versuche festzustellen, ob ein ganz allgemeines Verhalten 
vorliegt, oder aber, ob es Organismen gibt, die Fermente hervor- 
bringen, die mehr allgemein auf bestimmte Konfigurationen 
eingestellt sind, wihrend vielleicht andere solche bilden, die 
eine viel spezifischere Kinstellung besitzen. Es scheint nach 
vorliufigen Beobachtungen, als ob die Zellfermente hoéher 
organisierter Organismen und insbesondere von Tieren eine 
solche aufwiesen. 


1) Vgl. A. Wohl und R. Schellenberg, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 1404 (1922). 
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Der EiweiBumsatz des Menschen. 
Von 


Otto Kestner. 





(Aus dem Physiologischen Institut Hamburg.) 
(Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1923.) 


Die Ernahrungsphysiologie hat festgestellt, daB der Mensch 
am Tage ungefahr 100 g Kiwei® braucht. Dabei versteht sie 
unter EiweiB nicht das, was die physiologische Chemie so 
nennt, sondern sie versteht darunter auf Grund der geschicht- 
lichen Entwicklung einfach stickstoffhaltige Substanz. Zu der 
Zeit, als die Lehre der Ernihrungsphysiologie sich entwickelte, 
glaubte man, daB das alles EiweiB sei. Wir wissen heute, 
daB das KiweiB im Durchnitt 80—85°/, davon ausmacht, und 
daB es noch eine Menge anderer stickstoffhaltiger Substanzen 
gibt, die wir mit der Nahrung zu uns nehmen. Sie haben 
aber alle das eine gemeinsam, da sie im K6rper nicht nur 
verbrennen, sondern daneben Sonderaufgaben haben. Das 
Tryptophan wird zum Teil Thyroxin, die aromatischen Kom- 
plexe des Eiweif werden zu Adrenalin usw. Vor allem sind 
die stickstoffhaltigen Kérper erforderlich fiir den Aufbau der 
Kérpersubstanz, die im Laufe des Tages zu Verlust geht. Als 
solche Verluste fiihrt man an die Abschiilferungen der Haut, 
die Haare und Nigel und die entsprechenden Abgaben von 
der inneren Kérperoberfliche. Diese Abgaben sind indessen 
gering, sie erkliren in keiner Weise, weshalb der Kérper 
eigentlich so bedeutende Mengen stickstoffhaltiger Substanz 
braucht. Rubner und Thomas sind unter ganz besonderen 
Umstiinden, die im praktischen Leben nicht vorkommen, bis 
auf 4 ¢ Stickstoff heruntergekommen, die sie als Abnutzungs- 
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quote bezeichnen. Im allgemeinen wird man sagen miissen, 
da8 der Mensch 16 g Stickstoff am Tage sich zufiihrt und sich 
auch zufiithren mu, wenn er seinen eigenen Kérper nicht an- 


greifen will. Wozu sind die groBen Mengen stickstoffhaltiger ‘ 


Substanz, diese groBen Mengen von ,KiweiB im Sinne der 
Ernihrungslehre eigentlich nétig? 

Daf die Arbeit der Muskeln nicht auf Kosten von Eiweib 
erfolgt, ist lange bekannt und neuerdings wieder durch die 
Feststellung der Laktacidogenzerstérung sicher bewiesen. Ich?) 
habe vor Jahren die Vermutung gehabt, die Verdauungsorgane 
arbeiteten auf Kosten von stickstoffhaltiger Substanz. Aber 
die Versuche, die ich machte, um diese Vermutung zu stiitzen, 
haben gegen sie entschieden. Ich bestimmte an einem Hunde 
mit durchschnittener Speiserdhre die Ausscheidung von Stick- 
stoff im Harn im Ruhezustand der Verdauungsorgane, und ich 
nahm dann an dem Hunde eine Scheinfiitterung vor, wodurch 
die Speicheldriisen, die Magendriisen und zum Teil auch das 
Pankreas in Tiatigkeit gerieten. Dabei zeigte sich weder in 
24 Stunden noch in kirzerer Zeit eine Mehrausscheidung 
von Stickstoff. Ich muB aber heute sagen, daB damit die 
Frage nach dem EKinfiuB der Verdauungsdriisen auf die Stick- 
stoffausscheidung nicht abgetan ist. Man muB8 namlich noch 
eine ganz andere Uberlegung anstellen. 

Wir wissen beim Lachs, daB das Tier einen erheblichen 
Teil seiner stickstoffhaltigen Kérpersubstanz wahrend der Zeit 
des Aufwirtsschwimmens und der zunehmenden Reife der 
Geschlechtsorgane umbaut. Miescher hat die Tatsache zuerst 
beobachtet und auch gleich physiologische Folgerungen aus 
ihr gezogen. Klar geworden sind die Zusammenhiinge durch 
die Untersuchungen von Kossel. Kossel schuf Methoden, 
um einige der Bausteine des HiweiB genau zu bestimmen. 
Gerade diese Bausteine bilden den Hauptbestandteil des Prota- 
mins im Lachshoden. Sie sind aber nur ein verhiltnismifig 
kleiner Anteil des MuskeleiweiB. Bei der Umwandlung des 


-_—-_—— 


*) O. Cohnheim, Diese Zs. Bd. 46, S. 9 (1905). — Vgl. W. Rohl, 
Pfliigers Arch, Bd. 118, S. 547 (1907). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CXXX. 14 
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MuskeleiweiBes in Protamin fallt also ein betriachtlicher Tei] 
des KiweiBmolekiils als wertlos ab und mu der Verbrennung 
verfallen, wenn er nicht zufillig fiir andere Zwecke gerade 
gebraucht wird. Steudel*) hat diese abfallenden Aminosiuren 
kiirzlich wirklich gefunden. Nun zeigt eine einfache Uberlegung, 
daB derartige Umbauten nur beim Lachs besonders sinnfillig 
sind, aber im menschlichen K6rper genau so vor sich gehen. 

Es handelt sich zunichst um die Geschlechtsprodukte, 
Die Tiere mit Brunstzeit entleeren nur einmal im Jahre eine 
groBe Menge von Samen, der Mensch dagegen entleert das 
ganze Jahr iiber Samen. Die Menge ist nicht bekannt, braucht 
aber nicht kleiner zu sein als bei den Tieren mit Brunstzeit, 
vielleicht ist sie gréBer. Die stickstoffhaltige Substanz des 
Samens wird nach aufen entleert, gebildet wird sie aus dem 
NahrungseiweiB oder aus KérpereiweiB. Dabei haben die 
SameneiweiBe sicher eine andere Zusammensetzung als das 
NahrungseiweiB, es muB also ein Umbau stattfinden. Wie 
groB dieser ist, vermégen wir nicht zu sagen, solange wir die 
Zusammensetzung des menschlichen Spermaeiweifes nicht 
kennen. Ein groBer Teil der stickstoffhaltigen Substanz ist 
sicher Nucleinsiiure, die in der Nabrung meist nur in kleiner 
Menge vorkommt oder auch fehlen kann. Die Mengen yon 
Samenstickstoff, die der Mensch abgibt, werden bei den Stoff- 
wechseluntersuchungen niemals beriicksichtigt und es kommt 
dadurch ein Irrtum zustande, der nach meiner Meinung die 
simtlichen Versuche iiber eiweiBarme Ernahrung jeden Wertes 
beraubt.?) Bei der Frau geht bei der Menstruation nicht nur 
Blut verloren, sondern die ganze innere Wand des Uterus 
stéBt sich ab und mu8 in den nichsten Wochen neu aui- 
gebaut werden. Auch hier darf man die GréBe nicht vernach- 
lassigen. Die Menge N bei 1 Menstruation betragt 1,5—3,3 g.° 





') Steudel u. Suzuki, Diese Zs. Bd. 127, S. 1 (1923). 

*) O. Cohnheim, Physiologie der Verdauung und Ernihrung, 
S. 446. Berlin 1908. — O.Kestner, Miinchener Mediz. Wochenschr. 
S. 458 (1920). 

*) H.L. Gillet, L. Wheeler, A. B. Yates, Americ. Journ. of 
Physiol. Bd. 47, S. 25 (1918). 
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Beides tritt zuriick gegen den Umbau, der regelmaBig in 
den Verdauungsorganen vor sich geht. Er ist histologisch 
seit Jahrzehnten bekannt. Heidenhain hat zuerst gezeigt, 
wie verschieden die Driisenzellen im Ruhezustand und wihrend 
der Tatigkeit aussehen. Bei der Tatigkeit verschwindet ein be- 
stimmter Anteil des Zellprotoplasmas und wird dann schleunigst 
wieder aufgebaut. Es ist auffallend, daB anscheinend niemand 
daran gedacht hat, daB hier ja eine groBe Menge stickstoff- 
haltiger Substanz aus dem Kérper herausbeférdert wird. Sie 
verliBt den Kérper nicht wollig, sondern kann zum gréBeren oder 
kleineren Teile wieder aufgesaugt und neu verwendet werden. 
Aber sie geht zuniichst dem lebenden Protoplasma verloren. 

Bei diesem Umbau der Verdauungsorgane nun besitzen 
wir die zahlenmiBigen Grundlagen, um seine Menge schitzen 
zu kénnen. 

1. Speichel: 

Auf Brot werden 100—140 ccm Speichel, meist Schleim- 
speichel, auf 100 g abgesondet. Auf Kartoffeln nicht viel 
weniger. Auf Fleisch und feuchte Gemiise flieBt weniger 
Speichel, aber alles was wir essen, und selbst die Getrinke, 
z. B. Wasser und Milch, rufen Speichelabsonderungen hervor. 
Bei den groBen Siaugetieren sind 30—60 Liter Speichel am 
Tage bestimmt. Beim Menschen kann man die Speichelmenge 
auf mindestens 1—11/, Liter schaétzen. Nach Pawlow’) enthalt 

Submaxillarisspeichel 0,6—1,0°/, organische Trockensubstanz 

Parotisspeichel . . 0,8—1,1 9 ” 

In einem Liter sind 6—11 g, in 11/, Litern 9—16 g organische 
Trockensubstanz vorhanden. Sie besteht zum Teil aus Mucin, 
einem Kiwei8, dessen Aminosiurenaufbau wir allerdings nicht 
kennen. Ein anderer Teil ist gerinnendes Kiwei8, ein dritter 
Teil nach Biedermann ein EiweiB, das nicht koaguliert. Es 
enthailt vermutlich Phosphorsiure. Diese organische Trocken- 
substanz ist genau das, was die Ernihrungsphysiologie Kiweib 
nennt, und es ist sicher von dem NahrungseiweiB verschieden. 





1) O. Cohnheim, Physiologie der Verdauung und Ernihrung, 
5. 42. Berlin 1908. 
14* 
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2. Magensaft. 

Am Tage werden 1'/,—2 Liter abgesondert, die nach den 
Bestimmungen von Schoumow-Simanowsky!) 0,38—0,55 ¢ 
Stickstoff enthalten. Er besteht gré8tenteils aus einem phosphor- 
haltigen Eiweibkérper, ist also auch EiweiB im Sinne der 
Ernaihrungslehre. Nach der iiblichen Rechnung wiirden es 
2,5—3,5 g KiweiB sein. Die Angaben von Frau Schoumow 
gelten aber nur fiir den reinen Magensaft. Zu Beginn jeder 
Sekretionsperiode wird von der Magenoberfliche auBerdem 
noch reichlich Schleim abgesondert, also wieder ein EKiweil- 
k6rper. 

3. Pankreassaft. 

Pankreassaft enthilt?) 


auf Brot und Fleisch 3,5—3,8°/, organische Trockensubstanz 
» Fleisch 1,6—-1,8°/) . 


abgesondert werden*) auf 


? ” 


Op Brot 2 «ws ss « MO Com 
870 g Kartofleln . . . . 102 ,, 
10g Pion . =... ». » Ey 


Die Beobachtungen an menschlichen Pankreasfisteln ergaben 
durchschnittlich mindesten 800 com Pankreassaft. Wenn dieser 
zur Halfte als Brotsaft, zur Hilite als Fleischsaft gerechnet 
wird, wiirden 21 g organische Trockensubstanz herauskommen. 

4, Galle. 

Die Galle enthalt Stickstoff in den Gallensiuren und den 
Gallenfarbstoffen. Die Mengen sind verhiltnismifig klein, 
doch ist zu bedenken, da8 zur Bildung dieser spezifischen 
Stoffe ein vélliger Umbau nétig ist. AuBerdem enthilt die 
Galle Mucin. Nach Hammarsten enthalt Lebergalle durch- 
schnittlich 0,56°/, Mucin, Blasengalle 4,3°/,. Rechnet man 
auch nur 1/, auf Blasengalle, so kommen auf 800 ccm Galle 
allein 14 ¢ Mucin. 





') E.Schoumow-Simanowski, Archiv f, experiment. Pathologie 
u. Pharmakvlogie Bd: 33, S. 336 (1894). 

*) B. P. Babkin u. W. W. Sawitsch, Diese Zs. Bd. 56, S. 321 
(1908). 

®) O. Cohnheim u. P. Klee, Diese Zs. Bd. 78, S. 464 (1912). 
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Zihlt man diese Zahlen zusammen, so kommt man allein 
selbst ohne Gallensiiure und Gallenfarbstoffe und ohne den 
Schleim des Magens auf mindestens 50 g_ stickstoffhaltige 
Trockensubstanz, d. h. KiweiB im Sinne der Ernihrungslehre. 

5. Darmsaft. 

Die Zusammensetzung des Darmsaftes vom Menschen ist 
bekannt. Hamburger und Hekma!) geben etwa 0,2 g orga- 
nische Trockensubstanz an, Mendel 0,14°/,, Nagano 0,5°/,, 
Die Menge des Darmsaftes ist schwerer zu bestimmen, da im 
Diinndarm ja sofort wieder eine Aufsaugung statthat. Nach 
eigenen Beobachtungen?) enthalt beim Hunde eine Darmschlinge 
von 63 cm Linge nach 40 Minuten 10—14 ccm Darmsaft, die 
kurzen Schlingen von Hamburger und Hekma und Nagano 
sonderten am Tage 50--125 ccm ab, im Durchschnitt 88 ccm. 
Die verschiedenen Schitzungen weichen ab, gehen aber immer 
auf mehrere Liter. Rechnet man auch nur 3 Liter und die 
geringeren Zahlen, die oben angegeben sind, so wiirde man 
wieder auf mehr als 6 g kommen. 

DreyfuB und ich*) haben beobachtet, daB bei der Probe- 
mahizeit mindestens 1 g Stickstoff abgesondert wird, bei Brot 
sah ich*), daB die Verdauungssifte ohne Darmsaft 2'/,mal so 
viel Stickstoff enthielten als das genossene Brot. 

Immerhin habe ich noch fir richtig gehalten, einige Ver- 
suche tiber den Stickstoffgehalt der Verdauungssifte anzustellen. 
Ich habe an 2 Hunde eine Nahrung verfiittert, die fast keinen 
Stickstoff enthielt. Sie bestand aus 50 g Margarine, 40 g Stirke 
und 20 g Zucker und wurde, wie es in meinem Institut tiblich 
ist, den Hunden vorgekaut, um die reichlichere Absonderung 
von Speichel beim Menschen nachzumachen. Der eine Hund 
hatte eine Fistel ungefaihr ?/, Meter vom Duodenum entfernt. 
Hier muBten der gréBte Teil der Verdauungssifte abgesondert, 
aber verhiltnismiBig noch nicht allzu viel wieder aufgesogen 
worden sein. Aus dieser Fistel wurden entleert: 


1 O. Cohnheim, Physiol. der Ernihrung S$. 85. 

*) O. Cohnheim, Zs. f. Biol. Bd. 36, S. 129 (1897). 
3) O. Cohnheim u. G. L. DreyfuB, Diese Zs. Bd. 58, S. 50 (1908), 
*) O. Cohnheim, Miinchener Medizin. Wochenschrift 1907, Nr. 52. 
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Versuch 1: 646 cem mit 0,12°/, N=0,78¢ N 
» 2: 10 , 4 0,11% N=0,78g N 
Der zweite Hund hatte eine Fistel am unteren Ende des 
Tleums. Es wurden entleert: 
Versuch 1: 53 g mit 0,21°/, N=0,l1g N 
» 2: 60g ,, 0,219, N=0,126g N 
0,78 g N sind nach der iiblichen Rechnung fast 5 g Hiweil, 
die also in den oberen Verdauungssiften hinzusezerniert worden 
sind. Bis zum unteren Ende des Diinndarms hat sich der 
prozentige Gehalt an Stickstoff fast verdoppelt, so daB also 
waihrend des Durchpassierens durch den Dinndarm eine sehr 
bedeutende Menge Stickstoff hinzusezerniert worden ist. Diese 
Zahlen geben also eine volle Bestitigung des oben Gesagten. 
Dazu kommen die bekannten Untersuchungen iiber den 
Stickstoffgehalt des Kotes bei stickstoffreier Ernihrung. Er 
ist an sich gering. Als aber R6hl*) durch Aufnahme von 
Milchzucker die Aufsaugung verlangsamte, stieg der Stickstofi- 
gehalt des Kotes auf 1,24 g. , 
Beim Schwein fanden Ellenberger und Hofmeister’) 
bei Verfiitterung einer so gut wie stickstoffreien Nahrung 


im Magen .... . 1,4 g EiweiB 
» eaeedem.. . . 2, » 
eS es 
eer a 


Aus all diesen Zahlen liBt sich mit Sicherheit entnehmen, 
daB allein in den Verdauungssiften ungefihr so viel Stickstoff 
vom Kérper abgesondert wird, wie der gesamte Stickstoffbedarf 
des Menschen am Tage betrigt. 

Die Zusammensetzung der HKiweibkérper der Verdauungs- 
sifte ist nicht bekannt. Aber es kann kein Zweifel sein, dab 
sie sich von dem NahrungseiweiB griindlich unterscheiden. Es 
ist also ein dauernder gewaltiger Umbau im menschlichen 
Organismus vorhanden. Er diirfte die Grundlage fir den 
Bedarf des Menschen an HiweiB bilden. 





1) W. Rohl, Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 83, S. 535 (1905). 
*) Ellenberger u. Hofmeister, Diese Zs. Bd. 11, S. 497 (1887). 
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Als solche kénnen die HiweiSkérper der Verdauungssifte 
nicht wieder aufgesogen werden, da der Darm keine Kolloide 
resorbiert. Aber die Kiwei®kérper, die Nucleinsiure, das Leci- 
thin der Verdauungssafte werden durch die eigenen Fermente 
der Siifte in resorbierbare Stoffe zerlegt, nicht anders als es 
mit der Nahrung geschieht. Insofern wire es durchaus méglich, 
da8 der menschliche Kérper durch den Umbau der Verdauungs- 
organe keine Verluste erleidet. Ein solcher Fall liegt offenbar 
in den oben angefithrten Versuchen von mir vor, in denen die 
Scheinfiitterung keine Wirkung auf den Stickstoffwechsel hatte. 
' Denn hierbei werden die Verdauungssifte ja schon im oberen 
: ' Dinndarm wieder aufgesaugt. Ganz anders steht es bei der 
wirklichen Fiitterung, wenn die Nahrung und das Gemisch der 
Verdauungssifte bis in den unteren Diinndarm und den Dick- 
darm gelangen. Dann wird ein Teil von ihnen von Bakterien 
verindert und damit dem Wiederaufbau entzogen. Es ist 
wichtig, daB gerade diejenigen Aminosiuren des EiaveiB be- 
sonders leicht zerstérbar sind, die der Ké6rper notwendig 
\ ' braucht, weil er sie nicht selbst bilden kann. Die empfind- 
lichen Aminosiuren, die Humin bilden und auch bei anderen 
Spaltungen schwer quantitativ zu gewinnen sind), sind Lysin, 
Tyrosin und Tryptophan. Gerade sie werden auch von den 
Bakterien der Fiiulnis leicht zerlegt. Damit fehlen dem wieder if 
aufgesogenen KiweiB unentbehrliche Bausteine, fiir die es gerade ' 
so gut ein Gesetz des Minimums gibt, wie fiir die Salze der 
'  Ackererde nach Liebig. Aber auch die anderen Aminosiuren, 
die nicht durch die Faulnis zerstért werden, brauchen durchaus 
nicht vollstindig zum Wiederaufbau zu kommen. Wir wissen, 
daB sich der menschliche Kérper ganz verschieden verhilt, je 
nachdem er reichlich mit EiweiB versehen ist oder eiweiB- 
hungrig ist. Bei einem gut gendhrten Organismus rechnet 
man 16 g Stickstoff fiir den Tag. Bei ihm fiihrt jede Mehr- 
zufuhr von Stickstoff zur Mehrausscheidung von Stickstoff im 
Harn. Mit anderen Worten, die im Blute kreisenden Amino- 
siuren werden verbrannt und ausgeschieden. Der eiweib- 
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') C. T. Mérner, Diese Zs. Bd. 98, S. 97 (1919). 
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hungrige Kérper dagegen kommt mit sehr viel weniger Eiweif 
aus, und v. HéBlin?) und ich?) haben in der Hungerzeit 1918 
und 1919 beobachtet, daB der an EiweiB héchst verarmte 
K6rper bereits bei einer Stickstoffzufuhr von nur 4 g Stickstoff 
zuriickhalt. Eine Stickstoffzulage vermehrt in dieser Zeit die 
Stickstoffausfuhr im Harn nicht.”) Unter diesen Umstinden 
werden Aminosiuren der Verdauungssifte nicht wie sonst zu 
Harnstoff, sondern sie werden zum Wiederaufbau benutzt. 

Alle bekannten Tatsachen fiigen sich also iuBerst gliicklich 
der Vorstellung ein, daB der Stickstoffbedarf des menschlichen 
Kérpers zum gréB8ten Teil dadurch zustande kommt, da8 die 
Verdauungsdriisen in derselben Weise umgebaut werden, wie 
es Kossel klar und erschépfend fiir den Umbau im Lachs 
gezeigt hat. Man kénnte auch auf die Vermutung kommen, 
daB sogar die biologische Wertigkeit der EiweiBkérper durch 
diese Verhaltnisse bestimmt wird. Nach Rubner und Thomas 
sind biolegisch hochwertig die EiweiBkérper des Fleisches und 
der Milch, die vollstaindig schon im Diinndarm aufgesogen 
werden. Biologisch minderwertig sind die Eiwei8kérper der 
Pflanzennahrung, von denen gréBere Mengen im Dickdarm in 
die Klauen der Bakterien geraten. AusschlieBlich kann die 
verschiedene biologische Wertigkeit hierdurch nicht erklirt 
werden, da Osborne und Mendel sie im Tierversuch auch 
bei den reinen EiweiBkérpern fanden. 

Ich sehe mit Freude, da8 Steudel’) kirzlich, von shn- 
lichen Uberlegungen ausgehend, fiir den Harnsiurestoffwechsel 
des Menschen ebenfalls den Verdauungskanal in den Mittel- 
punkt des Geschehens geriickt hat. 


1) v. HéBlin, Archiv f. Hygiene Bd. 88, S. 147 (1919). 

2) O. Kestner, Deutsche med. Wochenschr. 8. 235 (1919); auch 
F. Rabe, ebenda S. 1098 (1919); F. Rabe u. R. Plaut, Deutsch. Arch. 
f. klin. Med. Bd. 189, S. 285 (1922). 

*) H. Steudel u. Ellinghaus, Diese Zs. Bd. 127, S. 291 (1923). 
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Uber die Zusammensetzung der Leber, besonders ihren 
EiweiSgehalt, in Krankheiten. 
| Zweite Mitteilung. 
2 Von 
, 4 G. Hoppe-Seyler-Kiel. 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Mai 1923.) 
Die Untersuchungen der chemischen Zusammensetzung der 
Leber, wie ich sie in dieser Zeitschrift') friiher geschildert 


| | habe, sind weiter fortgefiihrt, um Aufkliérung iiber ihre Ande- 

1 ' rung bei manchen Erkrankungen zu gewinnen, die in der ersten 

r | Mitteilung weniger beriicksichtigt worden sind. AuBerdem 4 
’ ' wurde diese Untersuchung, auch auf die Nieren ausgedehnt, : 
2 ' von Herrn Dr. Domagk in der Prosektur der stadtischen u 
' Krankenanstalt auf Anregung von Herrn Dr. Emmerich auch 

, : auf das Herz, woriiber er an anderem Orte berichten wird. 


_ Ks ist nur méglich, solche Untersuchungen mit Erfolg durch- 
. [—  zufihren, wenn man ein klares Bild der anatomischen Ver- -, 
] -  anderungen erhilt. Das Zusammenarbeiten mit dem _patho- iy 
- : logischen Anatomen, wie dies mit Herrn Dr. Emmerich, der j f 
mit groBem Interesse und Entgegenkommen der Sache sich 
widmete, méglich war, ist von wesentlicher Bedeutung. 
z Die Bestimmungen der Trockensubstanz, des koagulablen 
h : KiweiB, der léslichen Stickstoffsubstanzen, des Fetts und der 
» ' Asche wurden in derselben Weise wie friiher vorgenommen. 
Was die Fettbestimmung anbetrifft, so wurde dabei die von 
Ratzlaff*) modifizierten Methode von Bondzynski verwendet. 


*) Diese Zs. Bd. 116, S. 67 (1921). 


*) Arb. d. Versuchsstation f. Molkereiwesen in Kiel, Heft 4, S. 32 
(1905). 
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Es wurden hierbei 2—3 g der in der Fleischmaschine fein 
zerhackten Organsubstanzen mit 20ccm konz. Salzsiure unter 
Umschwenken zum Sieden erhitzt und etwa 10 Minuten darin 
erhalten, bis alles sich gelést hat. Dann wird die Lésung ab- 
gekiihlt, 10 ccm Alkohol 96 °/, dazu getan, in ein Gottliebsches 
graduiertes Rohr gegossen, das Glas mit Ather nachgewaschen, 
der Ather im Rohr auf 25ccm gebracht, das Rohr mit einem 
mit Wasser angefeuchteten Kork verschlossen, nun die Mischung 
gut durchgeschiittelt, dann 25 ccm Petrolither (médglichst 
frisch destilliert vom Siedep. 30—70°) hinzugefiigt, wieder 
sorgfiltig geschiittelt, das Rohr mindestens 6 Stunden ruhig 
stehen gelassen. Dann hat sich die Ather-Fettlésung abgesetzt, 
sie wird unter Zuriicklassung von 1,5—2 ccm in einen ge- 
trockneten und gewogenen Kolben abgehebert, der Ather ver- 
dunstet und der Kolben im Trockenschrank bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Vorher ist die obere und untere Grenze 
der Atherfettlésung am graduierten Rohr abgelesen. Es wird 
nun noch einmal Ather und Petrolither zugesetzt und ge- 
schiittelt usw. wie vorher, der Ather abgehebert und ebenfalls 
im gewogenen Kolben bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Bei der Berechnung werden die zuriickgelassenen 1,5—2 ccm 
beriicksichtigt. Die beste Ausbeute an Fett erhielten wir, 
wenn die getrocknete Masse, wie sie zur Trockenbestimmung 
verwandt war, im Soxhletapparat erst mit Ather extrahiert, 
dieses Atherextrakt im gewogenen Kolben verdunstet, getrocknet 
und gewogen war, der Organriickstand dann in der oben an- 
gegebenen Weise in Salzsiure gelést und mit Ather usw. 
extrahiert wurde. 

Die Zusammenstellung der Werte fiir koaguliertes EKiweib, 
lésliche N-Substanzen, Fett und Asche, ergibt nicht genau den 
Wert der Trockensubstanz, zumal es nicht méglich ist fiir die 
lislichen N-Substanzen einen bestimmten Wert aus der ge- 
fundenen N-Menge zu berechnen. Berechnet man auf EHiweil, 
so kommt ein zu hoher Wert heraus. AuBerdem machen 
nicht zu EiweiB, Fett und Asche gehérende Substanzen, be- 
sonders die Kohlehydrate, wie Glykogen, Zucker usw., die 
nicht bestimmt werden, eine Differenz aus, die aber gewohn- 
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lich nicht groB ist. Die Hauptsache fir die Beurteilung der 
Funktionsfahigkeit der Leber ist wohl der Gehalt an koagu- 
lablen EiweiB und an Fett. 

Zunachst konnten noch 2 Faille von chronischer 
Atrophie untersucht werden. In einem solchen (Fall 1, To.) 
mit dem duferst niedrigen Gewicht von nur 440 g, wo es sich 
um zerfallenes Uteruscarcinom mit kleinen Metastasen in der 
Leber handelte, war die Trockensubstanz nur 103,8 g, die 
Menge des koagulablen HiweiBes 79,5 g, die dementsprechende 
N-Menge 12,7, die der léslichen N-Substanz 3,8 g (0,88 °/,), der 
Fettgehalt 12,5, die Asche 4,8. Es ist das der niedrigste 
Wert des koagulablen EiweiBes, das wir bis jetzt fanden. 
Selbst die schwersten Falle von akuter Atrophie zeigten noch 
héhere Werte. Dabei war die Menge der loéslichen N-Sub- 
stanzen ziemlich hoch, so daB sie 30°/, der gesamten N-Menge 
ausmachten. Dies lag wohl an dem starken Zerfall des Uterus- 
carcinoms, so daB viel Zersetzungsprodukte von Eiwei8 im 
Kérper kreisten und in der Leber abgelagert wurden, auch 
mégen die kleinen Metastasen in der Leber, obwohl sie 
méglichst bei der Verarbeitung ausgeschlossen wurden, solche 
Substanzen beigesteuert haben. Auch Fett und Aschegehalt 
sind niedriger als bei allen friiher untersuchten Fallen. Bei 
Fall 2 (Ma.) mit einfachem Marasmus senilis ist der Eiweib- 
gehalt stark verringert (93,4 g koagulables EKiweiB), die Fett- 
menge aber ziemlich normal, die prozentuale gesteigert, so 
daB mikroskopisch das Bild der Verfettung entsteht. 

Bei den Fallen von akuter oder subakuter Leber- 
atrophie ist das chemische Bild wesentlich verschieden je 
nach dem Stadium der Erkrankung und dem Umstand, ob der 
Tod erfolgte infolge der Leberstérung selbst oder einer inter- 
kurrenten Erkrankung wie einer Pneumonie. Bei Fall 3 (Da.) 
war klinisch eine rapide Abnahme der Leber kurz vor dem 
Tode erfolgt. Der ganze rechte Leberlappen ist in so starkem 
Zerfall, daB von Leberzellen kaum noch etwas nachweisbar 
ist. Die Untersuchung eines Gemischs von gréfSeren Stiicken 
aus den verschiedenen Teilen der Leber ergibt den niedrigsten 
bisher erhaltenen Wert von koagulablem EiweiB (78,9 g) fir 
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Atr = Atrophie, B = Bindegewebsvermehrung, F = Fett, J = zellige Infiltration, 
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N = Nekrose, Schr = Schrumpfung, St = Stauung, tr. Sch = triitbe Schwellung. 
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die ganze Leber, dabei eine sehr groBe Menge lislicher N-Sub- 
stanzen, so daB der Anteil dieses N an der Gesamtmenge des 
N 46 °/, betragt. Dabei fand die Untersuchung schon ziemlich 
friih nach dem Tode statt. Der Fettgehalt ist, wie in friiheren 
Fallen, in seiner Gesamtmenge normal, prozentual erhdht. 
Da der linke Leberlappen noch Reste weniger verinderten 
Lebergewebes aufwies, wurden Stiicke hiervon und solche mit 
starkem Zerfall aus dem rechten Leberlappen, allerdings erst 
am niachsten Tag untersucht und daher nur der Gesamt-N 
bestimmt. Es ergibt sich insofern ein Unterschied, als links 
der Wassergehalt wesentlich héher ist, als in den zerfallenen 
Teilen des rechten Lappens, der N-Gehalt und der Fettgehalt 
links niedriger ist. Es ist aber auf die Trockensubstanz be- 
zogen in den starker zerfallenen Teilen der Stickstoffgehalt 
geringer, der Fettgehalt héher, als in den noch besser er- 
haltenen, obwohl mikroskopisch in letzteren die Verfettung 
stiirker hervortritt. 

In Fall 4 (Ein.) wiederum bestand eine mehr subakute, in 
einzelnen Schiiben verlaufende Leberatrophie, so dab reichlich 
adenomartige, auf Regeneration beruhende Bezirke vorhanden 
waren. Hier ist das Gesamtvolumen zwar stark herabgesetzt 
(740 g), aber nicht so stark die Menge des koagulablen Ki- 
weiBes (101,3). Das Prozentverhiltnis der léslichen N-Sub- 
stanzen (16,4) ist ungefaihr normal, der Fettgehalt gering (12,9 g). 
Der Tod erfolgte hauptsachlich durch eine Bronchopneumonie 
bei dem durch das Leberleiden geschwichten Kranken. 

Es geht aus diesen Fillen hervor, daB der Zerfall des 
Leberparenchyms sich in Steigerung der léslichen N-Substanzen 
dann zeigt, wenn der Tod wibhrend einer solchen Zerfalls- 
periode eintritt. Sonst sind vielfach die léslichen Zerfalls- 
produkte schon ausgeschwemmt und daher nicht mehr nach- 
weisbar, wahrend das Fett zuriickbleibt. Der Wassergehalt 
ist meist erhéht. Da meist noch mehr koagulables HiweiB 
vorhanden ist, als bei manchen Fiillen von chronischer 
Atrophie und Lebercirrhose, so ist die Ursache des schweren 
toxischen Krankheitsbildes mehr aus Uberschwemmung des 
Organismus mit den Zerfallsprodukten der Leber als auf den 
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Ausfall der Leberfunktion zuriickzufiihren, wie auch die Zu- 
nahme der Aminosiuren im Urin, die in beiden Fallen sehr 
stark war, wohl weniger auf mangelhafter Umsetzung der der 
Leber aus dem Darm zustrémenden N-haltigen léslichen Sub- 
stanz zuriickzufiihren ist. 

Dem Bilde der akuten Leberatrophie nahe stehen Fille 
von zirkumskripter Nekrose der Leberzellen, wie dies 
in Fall 5 (Mo.) in den Randpartien der Acini der Fall ist. 
Hier bestand eine starke chronische Blutstauung infolge von 
Klappenfehler und Verfettung des Herzmuskels, auBerdem 
Ikterus, und der Tod erfolgte durch Pulmonalembolie, nachdem 
schon Infarkte in den Lungen vorausgegangen waren. Hier 
war die Leber zwar etwas kleiner als normal, aber nicht so 
stark reduziert, wie in den Fallen 3 und 4, das koagulable 
KiweiB noch 139,7 g, die Menge der léslichen N-Substanzen 
weniger erhéht, ihr Prozentualverhiltnis 21,4. Es bestand aber 
das Bild der Hepatargie. In Fall 6 (Gr.) bestand ein starker 
Stauungsikterus infolge Choledochussteines mit eitriger Chol- 
angitis, im Anschlu8 daran ausgedehnte rundliche Zerfallsherde 
mit Leukocytenanhiufungen und beginnender Bindegewebs- 
neubildung in der Umgebung. AuBerdem bestand himorrhagische 
Bronchopneumonie und Coronarsklerose mit Myocarditis. Zu- 
letzt bestand auch das Bild der cholimischen Intoxikation. 
Hier bestand nun auch triibe Schwellung des erhaltenen Leber- 
parenchyms und daher auch ein hohes Lebergewicht (2220 g), 
noch reichlich koagulables KiweiB (283 g), aber auch viel lés- 
liche N-Substanzen (0,94°/, N, 31,4°/, des Gesamt-N), Ver- 
mehrung des Fetts, mittlerer Wassergehalt. Und in Fall 7 (So.) 
lag auch ein Steinverschlu8 des Choledochus vor, daneben 
eitrige Cholangitis und starke Bindegewebsneubildung mit 
Zellinfiltration und Umbau der Leber, also das Bild der 
Cirrhose. Diese Leber ist klein (900 g), enthalt nur wenig 
koagulables Eiwei8 (87 g), viel ldsliche N-Substanzen 
(0,647 °/, N = 30,6°/, des Gesamt-N) und relativ viel Fett. 
Die Einschmelzung des Lebergewebes, wie sie in den nekrotischen 
Herden bei diesen Fillen stattfand, auBert sich deutlich in 
Vermehrung der ldéslichen N-Substanzen, teilweise Abnahme 
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des koagulablen EiweiBes, was in Fall 6 aber durch triibe 
Schwellung der erhaltenen Leberzellen mehr als ausgeglichen 
wird, Eine solche triibe Schwellung ist wohl als Ursache der 
LebervergréBerung anzusehen, die manchmal vor dem rapiden 
Schwund bei akuter Leberatrophie beobachtet wird. Jederzeit 
kann dann durch rasches Fortschreiten in der Leber das Bild 
der akuten Leberatrophie sich entwickeln und, wenn an Stelle 
des zerstérten Gewebes starke Regeneration erfolgt, so er- 
scheint das Bild des Umbaus der Leber mit Ausgang in 
Lebercirrhose. 

Von atrophischer Lebercirrhose sind 4 Fille unter- 
sucht. An die gerade besprochenen Fille reiht sich Fall 8 (Ru.) 
an; bei ihm besteht eine geringe Verinderung des Gesamt- 
gewichts (1350 g), maBige Abnahme des koagulablen Eiweifes 
(176,8 g), wenig lésliche N-Substanz (0,292°/, = 12,2°/, des 
Gesamt-N), wenig erhéhter Fettgehalt. Es bestand hier auch 
Blutstauung infolge Herzfehlers. Auch bestand Cholelithiasis, 
aber ohne Gallenstauung. Es fehlte frischerer Zerfall des 
Lebergewebes. In Fall 9 (Pa.) ist die Leber auch nur miabig 
verkleinert (1225 g). Da die Leber erst 31 Stunden nach dem 
Tode verarbeitet werden konnte, so ist nur die Gesamtmenge 
von N (27,7 g), aber nicht die Menge der léslichen N-Substanzen 
fiir sich bestimmt worden, der Fettgehalt ist normal. Deut- 
licheren Schwund der Leber zeigen Fall 10 und 11. In Fall 10 
(Bro.) besteht eine deutliche Atrophie der Leber mit Umbau, 
niedriges Gewicht (890 g), wenig koagulables Hiwei8 (117,3 9), 
geringe Menge der léslichen N-Substanzen und des Fettes. 
Fall 11 zeigt nur 630 g Lebergewicht mit 91 g koagulablem 
EiweiB, nur geringe Erhéhung der ldslichen N-Substanzen 
(0,456 = 16,4°/, des Gesamt-N), nur wenig Fett. Es besteht 
Umbau der Leber, Vermehrung des Bindegewebes im mikro- 
skopischen Bilde. Die geringe Menge des koagulablen Hiweibes 
entspricht den Werten bei starker chronischer Atrophie 
(Fall 1, 2, Fall 7 der friiheren Reihe) und bei subakuter Leber- 
atrophie (Fall 4, Ein. und Fall 13, Ha. der friiheren Reihe). 
Auch der Gesamtstickstoffwert 17,4 g entspricht den Werten 
bei den schweren Fillen 1 und 2 von chronischer Atrophie 
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and liegt etwas niedriger als bei subakuter Leberatrophie 
(19,2 bei Fall 4). Es ergibt sich ein deutliches Bild der Ent- 
wicklung der atrophischen Form der Cirrhose aus Schiiben von 
akuter Leberatrophie, wobei die Stellen des Zerfalls wieder 
durch Regeneration von Leberzellen ausgeglichen werden und 
zwar so weit, daB wenigstens das Minimum von funktionierenden 
Parenchym wieder erreicht wurde, wie es bei chronischer 
Atrophie noch vorhanden ist und die Leberfunktion aufrecht 
erhalten kann. Fall 10 zeigt geringere Verinderungen, die aber 
auch diesem Bilde entsprechen. Die Fille 8 und 9 zeigen 
zwar auch Schrumpfung und Bindegewebswucherung und teil- 
weisen Schwund und Umbau des Lebergewebes, aber hier be- 
steht nur eine miBige Abnahme des Gesamtstickstoffgehalts 
und des koagulablen EiweiBes. Wenn die Falle von atrophischer 
Cirrhose mit sehr starker Schrumpfung des Organs bis auf das 
MindestmaB von Parenchym auf mehr diffusen akuten Zerfall 
des Lebergewebes infolge Autolyse zuriickzufiihren sind, so 
entsprechen diese Fille von Cirrhose mit maBiger Reduktion 
des Lebergewebes der Auswirkung von mehr zirkumskripter 
Nekrose, wie sie in den Fallen 5, 6 und 7 vorhanden war. Eine 
eigenartige Stellung nimmt Fall 12 ein, bei dem eine grob- 
gelappte Leber infolge Syphilis mit Gallenstauung infolge 
Cholelithiasis und zugleich Verfettung besteht. Starke Binde- 
gewebsziige, zum Teil mit Zellinfiltration und Einschliissen 
von Lebergewebsresten, durchziehen die Leber. Hier besteht 
auch eine Verkleinerung der Leber, Abnahme des koagulablen 
KiweiBes (150,9 g) und der Gesamt-N-Menge (29,9 g), maBige 
Menge léslicher N-Substanzen (5,7 g) bei reichlich Fett (47,6 g). 
In der fritheren Mitteilung sind 2 Fille (15 und 16) von 
hypertrophischer Cirrhose, die sich durch Erhéhung des EiweiB- 
gehalts auszeichnen, erwihnt. Hier fanden sich eine Gesamt- 
stickstoffmenge von 72 und 59,7 g, die Menge des koagulablen 
HiweiBes war 319. Dabei ist nun der Umbau der Leber iiber 
die Erginzung der verloren gegangenen Parenchymmenge 
hinausgegangen. Es ist eine Wucherung der Leberzellen ein- 
getreten neben der Bindegewebsverminderung. 

Nun gibt es auch Fille von Hypertrophie der Leber 
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ohne cirrhotische Veranderungen, so bei Leuten, die besonders 
kraftig sind und immer Nahrung im Uberma8 zu sich nehmen, 
bei Trinkern, Diabetikern und Leuten, die langere Zeit in den 
Tropen gelebt haben. Auch dis VergréBerung der Leber bei 
Leukimie und Pseudoleukimie ist wenigstens zum Teil auf Zu- 
nahme des Parenchyms (VergréBerung der Leberzellen und Ver- 
mehrung der Leberzellen) neben Leukocyteninfiltration zuriick- 
zufiihren. Es war mir nun méglich zwei einschligige Fille zu 
untersuchen. Den einen, im pathologischen Institut sezierten 
(Fall 13), verdanke ich Herrn Professor Jores, der ihn mir 
freundlichst zur Untersuchung iiberlie®. Es handelte sich um 
einen Mann mit einem sehr grofen Sarkom des Oberschenkels 
und einer stark vergréBerten Leber (2500 g). Mikroskopisch 
fand sich eine Hyperplasie der Leberzellen, nur geringe Stauung 
und Fettinfiltration. Die ‘Trockensubstanz (592,5 g), das 
koagulable EiweiB (341,7 g), die Gesamt-N-Menge (68,7 g) sind 
stark erhéht, daneben auch der Fettgehalt (127,5 g), wihrend 
die entsprechenden Werte bei normaler Leber im Mittel 294, 
218, 36,4, 30 g betragen (siehe Mitteilung I, Diese Zs. Bd. 116, 
S. 71 (1921)). Diese Zunahme der Leberzellen und des Eiweib- 
bestandes der Leber ist wohl so zu deuten, daB stirkere An- 
forderungen an die Leber gestellt wurden infolge der toxischen 
Einwirkung des groBen Sarkoms, indem Zerfallsprodukte der 
Sarkomzellen oder abnorme Fermente, deren Bildung man in 
Geschwiilsten vielfach annimmt, in die Leber gelangten, dort 
wie andere Gifte unschidlich gemacht wurden, wobei vielleicht 
Antikérper aus dem Zelleiwei8 abgespalten wurden. Es liegt 
das wohl niher, als die Annahme, einer Arbeitshypertrophie in 
dem Sinne, da8 die Leber Aufbaumaterial namentlich in Ge- 
stalt von Eiwei8 in héherem MaBe dem sie bendtigendem 
Tumor zur Verfigung stellte. Ein anderer Fall (Fall 14, Kow.,), 
wo es sich um ein Lungencarcinom mit Gangriin der Lunge 
und Bronchopneumonie handelte, zeigt auch eine sehr groBe 
Leber (3490 g) mit hohem Trockengewicht (685 g), viel koagu- 
lablem KiweiB (456 g), hoher Gesamt-N-Menge (83,2), reichlich 
Fett (101,5 g). Nur liegen die Verhidltnisse dadurch kompli- 
zierter, als auch eine triibe Schwellung bestand, ferner be- 
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ginnende Amyloiddegeneration. Die Nieren waren hier iibrigens 
auch sehr groB. Sie wogen 350 und 305g. Da das hiéchste 
Gewicht einer durch septisch-pyimische Einwirkung in tribe 
Schwellung versetzten Leber unter den Sektionen der letzten 
Jahre mit ihren vielen Grippepneumonien 2750 g nicht iiber- 
stieg, so méchte ich hier doch auch eine Hypertrophie durch 
EKinwirkung des Lungencarcinoms annehmen. 

In Fall 15 (Kwa.) besteht eine ebenfalls sehr groSe Leber 
infolge von myeloischer Leukimie. Mikroskopisch findet sich 
in den Leberzellen reichlich braunes Pigment, stellenweise 
Verfettung, im Glissonschen Gewebe Herde myeloider Zellen; 
die Kapillaren sind vollgepfropft mit Leukocyten. Das Ge- 
samtgewicht von 3040 g, das Trockengewicht von 668,8 g, das 
koagulable KiweiB mit 440,8, die N-Gesamtmenge mit 84,8 g 
zeigen starke Vermehrung, der Iettgehalt von 68,1 g mabige 
Zunahme gegen die Norm. Hier wird die EiweiBmenge durch 
die Leukocyteninfiltration vermehrt, doch besteht daneben auch 
eine Hypertrophie des Lebergewebes. Die Menge der léslichen 
N-Substanzen ist nicht vermehrt (0,309 °/,, Prozentverhialtnis 
zur Gesamtmenge 12°/,). Da bei Anwesenheit von Leukocyten 
eine EKinschmelzung von Eiweif im allgemeinen angenommen 
und dabei eine Zunahme der léslichen N-Substanzen gefunden 
wird, so entsteht hier ein Widerspruch. Man muB wohl an- 
nehmen, daB bei myeloischer Leukimie nicht ohne weiteres 
eine solche Kigenschaft der Leukocyten vorliegt, diese nur den 
KiweiBgehalt durch ihre Zahl vermehren, aber keine deutliche 
Kinschmelzung des Eiweif8es herbeifiihren, wihrend sie bei vielen 
Leiden, zB. bei der Hinschmelzung und Resorption infolge 
eitriger Kntziindungen dadurch die N-Substanzen vermehren, 
daB sie die Zersetzung des KiweiBes fordern. So ist es zu 
erkliren, da8S im Gegensatz zu diesem Fall in den Fillen 6 
und 7, wo eine eitrige Cholangitis mit zelliger Infiltration und 
herdférmigem Zerfall des Lebergewebes vorhanden war, eine 
Vermehrung der léslichen N-Substanzen vorliegt. 

Ks sind dann 9 Falle von Diabetes mellitus auf die 
Zusammensetzung der Leber untersucht worden, da sich viel- 
fach anatomische Veriinderungen bei Diabetikern an der Leber 
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finden und diese fiir den Kohlehydratstoffwechsel ja eine so 
groBe Bedeutung hat. Was das Gesamtgewicht anbetrifft, so 
liegt das bei allen Fallen oberhalb des Mittels von 1350 g. 
Am hiéchsten ist es mit 2163 g im Fall 16 (Lu.). Dies beruht 
hier auf einer Vermehrung des EiweiBgehalts durch triibe 
Schwellung, starken Fett- und Wassergehalt. Am niedrigsten 
ist es bei Fall 24 (Gr.) mit 1330 g bei sehr geringem Kiweib- 
und Fettgehalt. Die Trockensubstanz erreicht in Fall 15 (Mu.) 
den héchsten Wert von 478g, am niedrigsten ist sie bei 
Fall 22 mit 305 g, der Gesamt-N-Gehalt schwankt zwischen 
54,8 und 26,6, liegt auch im allgemeinen iiber der Norm, der 
Gehalt an koagulablem EKiweiB zeigt Werte von 294 bis 
herunter auf 116, das Mittel von 227 g liegt nur wenig iiber 
der Norm. Der Fettgehalt schwankt sehr zwischen 109 und 
23,7, der Aschegehalt 23,8 und 10,3. Der Gehalt an léslichen 
N-Substanzen ist nur in dem Fall 22 wesentlich auf 0,614 °/, 
erhoht. 

Die Verschiedenheiten in der Zusammensetzung der Leber 
beim Diabetiker erklaren sich hauptsichlich aus der Art der 
zum ‘ode fiihrenden Erkrankung. So finden wir eine Zunahme 
des koagulablem HiweiBes besonders als Folge von triber 
Schwellung in den Fallen 16, 17 und 21, hervorgerufen durch 
Pneumonien, Lungentuberkulose und eitrige Entziindungeu. 
Sieht man von den Fallen mit triiber Schwellung ab, so ist 
der Gehalt an koagulablem EiweiB bei den unter 40 Jahr 
alten Diabetikern héher (210, 270g) als bei den Alteren 
(116, 198, 210g). Das Mittel liegt bei allen bei 200 g, also 
etwas niedriger, als in der Norm (218 g), bei den jiingeren mit 
240 dariiber, bei den Alteren mit 173 g darunter. Hs ist 
danach vielleicht bei dem Diabetes der Jugendlichen eine ge- 
wisse, durch erhéhte Titigkeit der Leberzellen sich erklirende 
Hypertrophie anzunehmen. Klebs!) gibt bei Diabetes eine 
starke Blutfiille der Leber, besonders Erweiterung der Kapillaren 
bei Diabetes an. Doch kommt nach ihm nur zum Teil die 
Schwellung der Leber auf Rechnung der Hyperimie. Er gibt 





*) Path. Anatomie Bd. I, S. 378. 
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an, daB die Driisenzellen vergréSert, das Protoplasma sehr 
reichlich und leicht getriibt sei. Auch unsere Fille zeigten 
durchweg eine Erhéhung des Blutgehalts der Leber, in einem 
Fall bis auf 91 ccm Blut. Die VergréBerung der Leberzellen 
scheint zum Teil auf triiber Schwellung zu beruhen infolge 
interkurrenter Erkrankungen. Da aber bei den jugendlichen 
Diabetikern der HiweiBgehalt der Leber iiber die Norm auch 
bei Fehlen von anatomisch nachweisbarer triiber Schwellung 
vermehrt ist, so ist eine gewisse Hypertrophie dabei anzunehmen. 
Pankreasexstirpation bei Hunden fihrt nach Naunyn?) zu 
kolossaler Fettanhiufung in der Leber. Bei unseren Fallen 
war der Fettgehalt bei 6 Fillen erhéht, bei 3 Fallen erniedrigt. 
Ks handelte sich bei letzteren meist um Lungentuberkulose 
und Unterernihrung mit Durchfillen. Andere Fille mit 
Tuberkulose gehen mit Verfettung einher. Der hichste Fett- 
gehalt ist 109 g. Nun bleibt, wenn man Kiwei8, Fett und 
Asche zusammen von der Trockensubstanz abzieht, ein oft 
nicht unbedeutender Rest iibrig. Dieser besteht wohl zum Teil 
aus Kohlehydraten. So war Glykogen in mehreren Fillen 
mikroskopisch nachzuweisen. Auch zeigt sich oft Girung und 
daher Gasbildung, wenn man den Leberbrei unter Toluol im 
Brutschrank stehen laBt. In Fall 18 war das Gewicht des 
untersuchten Lebergemisches nach einigen Tagen um 3,7 °/, 
verringert. Dieses entspricht einer Gesamtmenge von 61,6 g. 
Da die Summe der Menge des koagulablen Kiweifes, des Fetts 
und der Asche 280,1 g, die der Trockensubstanz 349,6 g be- 
tragt, so bleiben bei Hinzurechnen von 61,6 g fir vergihrbare 
Kohlehydrate noch 17,9 g iibrig fiir die léslichen N-Substanzen. 
Im Fall 22 verringerte sich nach Gihrung das Gewicht der 
Lebersubstanz um 3°/, entsprechend 45,3 g Substanz in der 
ganzen Leber. Dies zugezihlt zu 255,7 g der Summe von 
koagulablem Hiwei8, Fett und Asche ergibt 301 g, wahrend 
die Trockensubstanz 317,1 g betrigt, so daB also 16 g fir 
lésliche N-Substanzen usw. tibrig bleiben. Glykogenbestimmungen 





1) Naunyn, Der Diabetes melitus, 2. Aufl., Wien 1906, Hélder, 
S. 118 und 152. 
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konnten nicht ausgefiihrt werden. Auch hatten sie wenig 
Zweck; denn es ist anzunehmen, daB das Glykogen schon zum 
groBen Teil postmortal zersetzt war, da die Sektion erst 12 
bzw. 26 Stunden nach dem Tod erfolgte. 

In der ersten Mitteilung ist gezeigt worden, daB es sich 
bei der triiben Schwellung der Leberzellen und damit des 
ganzen Organs, so daB ein wesentlich héheres Gewicht entsteht, 
hauptsiichlich um eine Vermehrung des koagulablen EiweiBes 
handelt, Fett dagegen meist nicht wesentlich erhéht, auch der 
Wassergehalt ziemlich normal ist. 

Zwei Fille von triiber Schwellung (Fall 25, Ha. und 
26, Kru.) konnten sehr frisch schon 2—2?/, Stunden nach dem 
Tode untersucht werden. In Fall 25 sind Gesamtgewicht, 
Trockensubstanz und koagulables Kiwei8, sowie Gesamt-N-Gehalt 
und Fett vermehrt. Kine starkere Bildung von ldslichen 
N-Substanzen ist nicht vorhanden (0,45 g und 14,6 °/, Verhiltnis 
zum Gesamt-N). Die Vermehrung des Fettgehalts ist wohl 
darauf zuriickzufiihren, daB es sich um einen Alkoholiker 
handelte, also eine Fettleber schon vorlag, als er die zum 
Tode fiihrende krupése Pneumonie bekam, welche die tribe 
Schwellung hervorrief. Das Fett ist auch mikroskopisch grof- 
troptig wie bei einer alten Fettleber. In dem anderen 
Fall 24 (Kru.) ist der KiweiBgehalt nicht erhoht (201 g koagu- 
lables Eiweib), die Menge der lislichen N-Substanzen gering. 
Die Leber enthielt auch reichlich Fett und zwar in groBtropfiger 
Anordnung. Es bestand eine altere Tuberkulose mit frischer 
Aussaat, Der Tod war durch eine akute Bronchopneumonie 
infolge von Grippe und Embolie der rechten Pulmonalarterie 
erfolgt. Anscheinend bestand also auch vorher eine Fettleber, 
in der sich dann die mikroskopisch deutliche triibe Schwellung 
entwickelte. Auch in Fall 27 (Chr.) besteht eine tribe Schwellung 
in der Peripherie der Acini neben starker groBtropfiger Fett- 
infiltration. Daher ist der Gehalt an koagulablem EiweiB auf 
261,3 g vermehrt neben 69 g Fett, auch der Gesamt-N-Gehalt 
ist mit 45,9 g hoch, die Menge der léslichen N-Substanzen im 
Verhiltnis dazu gering (11,7 °/,). 

In den anderen Fallen von Fettdegeneration ist der 
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KiweiBgehalt mehr oder weniger stark herabgesetzt, am 
niedrigsten bei Fall 28 (Sie.), einem 10 jahrigen Madchen, 78,7 g 
im Verhaltnis zu der Fettmenge von 219g. Im Verhiltnis 
noch starker ist die KiweiBmenge bei einem Potator (Fall 29, Schu.), 
der an den Folgen einer Erfrierung starb, vermindert. Die 
Gesamtmenge ist nur 118g, das Prozentverhiltnis 8,7 an 
koagulablem EKiweiB, wihrend die Fettmenge 303,5 g betrigt. 
Das Lebergewebe ist teilweise im Umbau begriffen und 
cirrhotisch verindert. Hier konnte man den niedrigen Eiweib- 
gehalt auch auf die allerdings nur teilweise bestehende Cirrhose 
beziehen. In Fall 30 (Fe.), wo eine starke Kiterung der Knie- 
gelenke mit Septicopyimie und ausgedehnter Bronchopneumonie 
bestand, war infolge der langdauernden Kiterung wohl die 
Fettleber entstanden mit niedrigem Gehalt an koagulablem 
KiweiB (182 g) bei 72 g Fett. 

Im Fall 31 (Schm.) war auch eine starke Kiterung in einer 
Amputationswunde am Oberschenkel vorhanden neben Marasmus 
senilis. Auch hier starker Fettgehalt 43,5 bei geringem Hiweib- 
gehalt (191,5). Hine Fettleber infolge von chronischer Lungen- 
tuberkulose liegt im Fall 32 (Ben.) vor. Der Fettgehalt ist 
sehr hoch (160g), die koagulable EiweiBmenge herabgesetzt 
(205,7 g). 

Im ganzen sieht man also die Entwicklung einer Fettleber 
einhergehen mit einem Schwunde des koagulablen Eiweifes. 
Man kommt daher zu der Annahme, daB die ursiichliche Er- 
krankung (langwierige EKiterungen, Potatorium, Lungentuber- 
kulose) zu einer Reduktion des Eiweibbestandes der Leberzellen 
gefiihrt haben und daB die entstandene Liicke im Protoplasma 
ausgefillt wurde durch Fett. Deutliche Zeichen eines fort- 
bestehenden KiweiBzerfalls sind nicht zu finden. Die Menge 
der léslichen N-haltigen Substanzen ist ziemlich niedrig. DaB 
die Verfettung die randstiindigen Teile der Acini betrifft, steht 
hiermit insofern in Kinklang, als gerade diese dem portalen 
und arteriellen ZufluB zuniichst zuginglichem Teile, welche 
auch bei infektidsen Erkrankungen der Gallenwege am meisten 
hetroffen werden, vielfach Sitz von Nekrose und Zerfall der 
Leberzellen sind, wie dies auch in den Fallen 5, 6, 7 sich zeigt, 
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und so sehr leicht geschidigt werden, wenn toxische bzw. 
infektiése Einfliisse sich auf dem Wege der Blutbahn oder der 
Gallenginge geltend machen. 

Drei Falle von Unterleibstyphus wurden auch unter- 
sucht, um iiber den Zustand der Leber Aufschlu8 zu erhalten. 
Zwei davon (Fall 35, Ste. und 33, Hi.) zeigen deutliche Ver- 
mehrung des Lebergewichts (2110 und 2460 g), der Trocken- 
substanz (514 und 583), des Gesamt-N (60,38 und 63,1) der 
Menge von koagulablem EiweiB (323,6 bei Hi.), auch Ver- 
mehrung des Fettgehalts (53,7 und 73,4). Dem entspricht im 
mikroskopischen Bilde triibe Schwellung der Leberzellen, stellen- 
weise auch Verfettung. Herdférmige Nekrose im Fall Hi. ist 
als Ursache eine Zunahme léslicher N-Substanzen (11,4 g oder 
18,0°/, des Gesamt-N) anzusehen. Die Sektion ergab typhése 
Geschwiire im Stadium der Reinigung bei Ste. mit Schort- 
bildung bei Hi. 

In dieser Zeit des Typhusverlaufs (4. bzw. Beginn der 
5. Krankheitswoche) pflegt die Leber gewéhnlich geschwollen 
zu sein infolge der triiben Schwellung. Hier ist diese wohl 
zum groBen Teil auf die zugleich bestehende Lungenentziindung 
(himorrhagische konfluierende Bronchopneumonie bei Ste., 
krupése Pneumonie bei Hi.) zuriickzufiihren. Im Urin war 
auch Urobilin in reichlicher Menge nachzuweisen. 

In dem 3. Fall (Sch.) handelte es sich um einen 15 jaéhrigen 
Jungen, der sehr stark kachektisch nach beinahe 6 wéchent- 
lichem Krankenlager starb. {[m Darm waren sowohl Geschwiire 
im Stadium markiger Schwellung, wie solche in dem der 
Reinigung, vorhanden. Es waren also mehrere Schibe erfolgt. 
AuBerdem bestanden bronchopneumonische Herde in beiden 
Lungen. Das Lebergewicht entspricht wohl dem Alter des 
Kranken, der EiweiSgehalt ist niedrig (118 g koagulables 
EiweiB 25 g Gesamt-N), der Fettgehalt auf 46,3 erhdht. Die 
Leberzellen zeigten zwar zum Teil tribe Schwellung, doch 
bestanden auch einzelne Nekroseherde und daher ist auch die 
Menge der léslichen N-Substanzen im Verhiltnis zur Gesamt- 
N-Menge erhdht (6,1 bzw. 24,6°/,). Infolge der langen Krank- 
heit und der damit verbundenen Unterernihrung war wohl das 
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Lebereiwei8 verringert, als die triibe Schwellung infolge der 
komplizierenden Bronchopneumonie einsetzte. 

Zusammenfassung: Bei chronischer Atrophie kann 
das Lebergewicht bis auf 440 g mit nur 103 g Trockensubstanz, 
79,5 g koagulablem Eiweif, 12,3 g Fett und 4,8 g Asche sinken. 

Bei akuter und subakuter Atrophie mit autolytischem 
Zerfall des Parenchyms kann die Menge des koagulablen 
KiweiBes auf 78,9 g sinken. Daneben findet sich dann Stick- 
stoff in léslichen Substanzen (Albumosen, Polypeptide, Amino- 
siuren usw.) bis zu 46°/, der Gesamt-N-Menge. Der Zerfall 
des Lebergewebes auBert sich aber bei den in einzelnen Schiiben 
verlaufenden Fallen nur dann in Steigerung der léslichen 
N-Substanzen, wenn der Tod wihrend einer Zerfallsperiode 
eintritt. Sonst sind vielfach die Zerfallsprodukte schon aus- 
geschwemmt. Da meist noch mehr koagulables, also wohl 
funktionsfahiges KiweiB vorhanden ist, als in manchen Fallen 
von chronischer Atrophie oder atrophischer Lebercirrhose, so 
spricht dies dafiir, daB das schwere toxische Krankheitsbild 
der Hepatargie oder cholimischen Intoxikation mehr auf eine 
Uberschwemmung des Organismus mit Zerfallsprodukten der 
Lebersubstanz, als auf eine mangelhafte Funktion des Organs 
zurickzufiihren ist. Darauf beruht auch die in den be- 
obachteten Fallen nachgewiesene Zunahme der Aminosiuren 
im Urin. Der Wassergehalt ist dabei gewéhnlich vermehrt, 
der gesamte Fettgehalt normal, aber der prozentuale erhdht, 
so daB mikroskopisch das Bild der Verfettung entsteht. 

Dem Bilde der akuten Atrophie nahe stehen Falle mit 
zirkumskripter Nekrose des Lebergewebes und Hepatargie, 
welche Vorstadien der ausgebreiteten akuten Atrophie dar- 
stellen. Die Menge der léslichen N-Substanzen ist erhdht, die 
des koagulablen EiweiSes vermindert, wenn nicht teilweise 
noch triibe Schwellung besteht. 

Bei atrophischer Lebercirrhose ist in einem Fall das 
Lebergewicht bis auf 630 g die Menge des koagulablen EiweiBes 
auf 91g herabgesetzt, in manchen Fallen ist je nach dem 
Grade der Schrumpfung Lebergewicht und EiweiBgehalt ent- 
sprechend héher, aber immer gegen die Norm herabgesetzt. 
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Die Werte fiir koagulables Eiwei8 entsprechen den bei akuter 
Atrophie gefundenen, wenn die Schrumpfung sehr stark ist, 
sonst mehr den bei teilweiser Nekrose erhaltenen. Dies ent- 
spricht der Auffassung, da die Lebercirrhose aus Schiiben 
von Leberzerfall mit nachfolgenden Regenerationsvorgiingen 
entsteht. 

In 2 Fallen ist Hypertrophie bzw. Hyperplasie der 
Leber vorhanden mit sehr hohem Lebergewicht (2500, 3490 g) 
und entsprechendem Hiweifgehalt (341, 456 g). Ursache waren 
maligne Tumoren in anderen Kérperteilen. 

Bei myeloischer Leukimie findet sich auch hohes 
Lebergewicht (3040 g) und viel koagulables KiweiB (440,8 g), 
Neben starker Leukocyteninfiltration ist noch Hypertrophie der 
Leber vorhanden. Die Menge der léslichen N-Substanzen ist 
nicht vermehrt im Gegensatz zu den Fillen, wo Leukocyten- 
infiltration bei Nekrose und Eiterung in der Leber vorhanden 
ist. Diese Zunahme stammt also nicht aus der Zellsubstanz 
der Leukocyten, sondern aus dem Zerfall von Lebergewebe 
infolge der Nekrose und Kiterung. 

In 9 Fallen von Diabetes ergibt sich im Mittel eine 
leichte Vermehrung des koagulablen KiweiBes gegen die Norm 
bei den unter 40 Jahren alten Kranken, eine mibige Er- 
niedrigung bei den ilteren. Wenn auch bei ersteren eine 
gewisse Arbeitshypertrophie und Hyperimie vorliegen kann, 
so ist bei den Fallen von starker Vermehrung des Eiweil- 
gehalts auch triibe Schwellung infolge der zum Tode fiihrenden 
Erkrankungen (Pneumonie, Tuberkulose, Septikopyimie usw.) 
als Ursache zu bewerten. Auch der Fettgehalt ist von den 
Begleitkrankheiten abhingig. Die Leber enthalt bei Diabetes 
oft wesentliche Mengen von Kohlehydraten, wie sich aus der 
Differenz des Wertes der Trockensubstanz mit der Summe von 
Eiwei8, Fett und Asche ergibt. In 2 Fallen ergab Vergiihrung 
unter Toluol eine entsprechende Abnahme des Gewichts der 
Trockensubstanz. 

3 Fille von triiber Schwellung der Leber ergaben, wie 
in den in der friiheren Mitteilung enthaltenen Fallen, dab 
dieser Vorgang auf Zunahme des koagulierten EiweiBes be- 
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ruht, waihrend die léslichen N-Substanzen nicht vermehrt 
sind. 

Bei Fettleber ist im allgemeinen der Gehalt an koagu- 
lablem Eiweif herabgesetzt, bis zu 78,9 g bei einem 10 jiihrigen 
| Miadchen, bis zu 118g bei einem erwachsenen Alkoholiker. 
Die léslichen N-Substanzen sind nicht vermehrt. Es handelt 
sich also um einen stationiren Zustand als Folge eines 
Schwundes von Zelleiwei8 und Ersatz durch Fett. 

Bei 3 Typhusfallen ist meist Vermehrung des koagu- 
lablen KiweiBes infolge von triiber Schwellung, daneben Ver- 
mehrung des Fettgehalts vorhanden. Die léslichen N-Substanzen 
sind vermehrt wohl infolge von Nekroseherden in der Leber. 
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Uber den Blutfarbstoff in Ovarialcysten und iiber die Dar- 
stellung krystallisierten Acidmethimoglobins. 


Von 


R. Zeynek. 


(Deutsches med.-chem, Universitatslaboratorium in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1923.) 


Die braunen Spaltungs- oder Umlagerungsprodukte des 
Oxyhimoglobins, die gelegentlich bei Krankheiten oder nach 
Vergiftungen im Blute gefunden werden, gelten je nach ihrem 
Verhalten gegen Reduktionsmittel als Hiaimatin oder als Met- 
himoglobin. Letzteres, man darf wohl sagen, eines der 
Schmerzenskinder in der Chemie des Blutfarbstoffs, soll zwar 
durch die verschiedensten Reagenzien aus Oxyhimoglobin ge- 
bildet werden, durch die meisten dieser Reagenzien entsteht 
es aber in relativ geringer Menge, indem daneben entweder 
die Hauptmenge des Oxyhimoglobins unverandert bleibt, oder 
die Reagenzienwirkung schon weiter geht und zur Loslésung 
der prosthetischen Gruppe vom Globinkomplex fihrt. Rein 
und wohl charakterisiert, krystallisiert, ist Methimoglobin bisher 
im Laboratorium nur durch die Kinwirkung schwacher Oxy- 
dationsmittel auf Himoglobinderivate, insbesondere durch Ferri- 
cyankalium, gewonnen worden. 

Zu diesen Oxydationsmitteln meine ich auch den Sauer- 
stoff (0,) unter der Einwirkung von ultravioletten Lichtstrahlen 
zihlen zu dirfen, wenn nach K. A. Hasselbalch?) daran fest- 
gehalten wird, da8 kurzwellige Lichtstrahlen nicht durch direkte 
Ozonbildung Oxyhimoglobin in Methaimoglobin verwandeln. 





1) Hasselbalch, Biochem. Zs. Bd. 19, 8S. 451f (1909). 
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Von Hasselbalch ist das aus Oxyhimoglobin im Licht einer 
Quarzlampe gebildete Methimoglobin zwar nicht isoliert, aber 
qualitativ optisch gut charakterisiert worden; ich méchte in 
Erginzung zu diesen Beobachtungen beifiigen, daB im Licht 
einer Quarzlampe Oxyhimoglobinlésungen bei Gegenwart von 
Blausiure viel rascher das Cyanhimoglobinspektrum geben, als 
es durch Erwarmung einer blausiurehaltigen Oxyhimoglobin- 
lésung auf 40° nach Preyer’) entsteht. Es ist zum mindesten 
wahrscheinlich, da8 auch bei dieser raschen und glatten 
Reaktion die Bildung von Methaimoglobin der Entstehung von 
Cyanhamoglobin vorausgeht. 

Es diirfte nicht vielen in Erinnerung sein, daB Hoppe-Seyler 
vor 50 Jahren die Ozonbildung an feuchten feinverteilten Kérpern fiir 
eine Ursache der Verfairbung von feuchten Oxyhimoglobinkrystallen 
ansah. (Mediz.-chem. Untersuchungen, S. 377.) 

Wahrend nun die methimoglobinbildende Wirkung 
schwacher Oxydationsmittel allgemein anerkannt ist, herrscht 
nicht die gleiche Ubereinstimmung in der Hinsicht, ob die 
bei der Einwirkung von reduzierenden Mitteln in vitro ent- 
standenen braunen Blutfarbstoffderivate mit ,Methimoglobin- 
streifen im Rot“ auch wirklich Methaimoglobin sind. 

Beziiglich des ,,Nitrit-Methamoglobins* liegen iiberzeugende 
Arbeiten von Gamgee, Kobert?), insbesondere Haldane und 
Mitarbeitern*) vor, die es als eine vom typischen Methimoglobin 
verschiedene Substanz erweisen; welche Erfahrungen jiingst 
durch H. Hartridge‘*) bestitigt wurden. Eine genaue Charak- 
terisierung auf Grund einer Reindarstellung scheint aber ebenso- 
wenig vorzuliegen, wie von den durch Pyrogallol, Hydrochinon, 
Phenylhydrazin usw. aus Oxyhimoglobin entstehenden _,,Met- 
himoglobinen“. Alle so erhaltenen Liésungen sind einander 
optisch sehr Ahnlich; sie zeigen einen auffallenden Streifen im 
Rot bei etwa 2 = 630, der in sodaalkalischer Lésung ver- 





1) Preyer, Die Blutkrystalle, S. 153 (1871). 

*) Kobert, Pfliigers Arch. Bd. 82, S. 624 (1900). 

8) Haldane u. Mitarbeiter, J. of Physiol. Bd. 21, S. 160 (1897). 

‘) Hartridge, J. of Physiol. Bd. 54, S. 253 (1921), zitiert nach 
Physiol. Berichte VI. S. 236 (1921). 
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schwindet, wiihrend das nun entstandene zweistreifige Spektrum 
das ,,treppenformige“ Abklingen des einen Streifens iber die 
D-Linie hinaus aufweist; sie enthalten keinen auspumpbaren 
Sauerstoff und geben mit Reduktionsmitteln, wie wenig Schwefel- 
ammon oder Natriumhydrosulfit, kein Himochromogenspektrum, 
sondern das Spektrum des (red.) Himoglobins. 

Die Annahme der Identitit dieser Reaktionsprodukte geht 
wohl lediglich auf die Vorstellung hinaus, daB die verwendeten 
Reagenzien nicht die Bindung der prosthetischen Gruppe vom 
Globinkomplex aufheben, und daher nur eine andersartige, 
aber untereinander gleichartige — nach dem optischen Ver- 
halten — Fixierung des Sauerstoffs bewirken, und daB fiir 
eine solche andersartige Bindung des Sauerstoffs am Eisen nicht 
viele Méglichkeiten in Betracht kommen (~O, —(OH),, —OH). 

Auch fiir die spektrophotometrische Untersuchung sind 
die gebildeten Farbstoffe nicht sehr giinstig, da sie in den 
durch Hiifners Erfahrungen bewihrten Spektralgegenden und 
bei EKinhaltung des von Hiifner erprobten Verfahrens ein 
recht wenig charakteristisches Ausléschungsverhiltnis ergeben, 
das nur im Vergleich zu Oxyhaimoglobin, oder wenn die Kon- 
zentration der von anderen Farbstoffen freien Lésung bekannt 
ist, zur bedingten Charakterisierung herangezogen werden kann. 

Nicht giinstiger steht es mit der Beurteilung eines even- 
tuellen Methimoglobingehalts im Blute bei Krankheiten und 
Vergiftungen. So dankenswert und wichtig in dieser Hinsicht 
die Studien von W. Heubner}), W. Lipschitz?) und Ph. El- 
linger’) sind, welche die Annahme W. Kiisters*) betreffend 
die Ferrinatur des Methiimoglobineisens durch den Nachweis 
gestiitzt haben, daB auch reduzierende Agenzien (Gifte) im 
Organismus erst in oxydierende Agenzien iibergehen miissen, 
um aus Blutfarbstoff Methimoglobin zu bilden, ist doch von 
den Autoren der Nachweis einer Methimoglobinbildung nur 
durch die Braunfirbung des Blutes, durch den ,,Methimoglobin- 





') W. Heubner, Arch. f. exper. Pathol. Bd. 72, 8. 239 (1918). 
*) W. Lipschitz, Diese Zs. Bd. 109, S. 189 (1920). 

’) Ph. Ellinger, Diese Zs. Bd. 111, 8S. 86 (1920). 

4) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 66, S. 244 ff (1910). 
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streifen“, und die Abnahme des locker gebundenen Sauerstoffs 
gefiihrt; ob die gebildeten Verinderungsprodukte des Oxy- 
himoglobins miteinander identisch oder auch nur physiologisch 
einander gleichwertig wiren, etwa in Hinsicht auf eine Resti- 
tuierbarkeit zu funktionstiichtigem Oxyhimoglobin, laBt sich 
wohl nicht behaupten. 

Die unerwarteten Befunde von O.Schumm, zum Teil 
mit C. Hegler’) tiber die Bildung von Himatin im Blute, welche 
nicht etwa proportional dem ,,Methimoglobin‘-Gehalt desselben 
erfolgt, auch bei Giften wie Kaliumchlorat reichlich eintritt, 
das seit alters als Paradigma eines Methiimoglobinbildners im 
Organismus angesehen wurde, stiitzen die angedeuteten Be- 
denken. 

Wenn man auch lieber zur Vereinfachung in diesem Ge- 
biete beizutragen wiinschte, als neue Unklarheiten vorzutragen, 
wo kaum die «—0d-Oxyhimoglobine als Artefakte erledigt sind, 
so glaube ich doch die Berechtigung dazu durch die im fol- 
genden beschriebenen Erfahrungen erweisen zu kénnen. In 
diesem Sinne mag es erlaubt sein, vorerst iiber unsere Er- 
fahrungen an Ovarialcysten zu berichten, von denen schon 
Hoppe-Seyler in seinem Handbuch der physiologischen Chemie 
1881, S. 391 mitteilt, daB sie nicht selten Methimoglobin ent- 
halten: ,,Methimoglobin findet sich nicht selten in patho- 
logischen Cystenfliissigkeiten in Ovarialgeschwiilsten, Struma 
usw., auch in alten Extravasaten im Bindegewebe, vach Ein- 
atmen von Amylnitrit auch im Blute, und zwar den roten 
Blutkérperchen des lebenden Tieres.“ 


I. Uber den Farbstoff in himorrhagischen Ovarialcysten. 
Von G. A. Wagner und R. Zeynek. 
Ks gelangte der Inhalt dreier Cysten zur Untersuchung. 
Der Inhalt der ersten Cyste (25. I]. 1920) war braunrot, 
dickbreiig, reagierte auf Lackmuspapier schwach alkalisch. In 
Wasser war relativ wenig vom Farbstoff léslich, die Lésung 





) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 80, S. 1 (1912); ebenda Bd. 87, S. 171 
(1913); ebenda Bd. 97, S. 32 (1916), daselbst auch weitere klinische 
Literatur. 
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zeigte einen schwachen Absorptionsstreifen bei etwa 630 un, 
die beiden Streifen des Oxyhimoglobins (etwa 580 u. 542 uy), 
und eine starke Ausléschung im kurzwelligen Spektralteil. 
Himatin, Himatoporphyrin, Bilirubin, Urobilin waren nicht 
nachweisbar. 

Somit schien der léslich gebliebene Anteil des Blutfarb- 
stoffs ein Gemisch von Oxy- und Methimoglobin zu sein. — 
Der Rest des Materials wurde in einem mit Watte verstopften, 
iiberdies mit einem Uhrglas bedeckten Kélbchen an einem 
maBig dunklen Ort des Laboratoriums ohne weitere Vorsichts- 
maBregeln aufbewahrt. 

Bei einer gelegentlichen Besichtigung nach einigen Wochen 
fiel der rein braune Farbenton des Breies auf; wurde nun zu 
einer Probe etwas Schwefelammon zugefiigt, so trat rasch und 
intensiv das Hiimochromogenspektrum auf. Die Probe reagierte 
zu dieser Zeit auf empfindliches Lackmuspapier schwach al- 
kalisch. 

In einem zweiten Falle (31. III. 1922) lag eine braunrote 
blutreiche Fliissigkeit von schwach alkalischer Reaktion vor. 
Im Spektroskop war das Oxyhimoglobinspektrum und ein 
schwacher Streifen bei 4 = etwa 630 zu sehen. Die spektro- 
photometrische Untersuchung der mit 1 p. m. Sodalésung ver- 
diinnten und filtrierten Fliissigkeit gab in den von Hifner’) 


verwendeten Spektralgegenden einen Quotienten (= = @) von 


1,42, was bei der Annahme, da als Farbstoffe nur Oxy- und 
Methimoglobin vorhanden seien, einem Methimoglobingehalt 
von etwa 40°/, entspriiche. Durch Zusatz von wenig Schwefel- 
ammon war keine Spur von Hamochromogen zu sehen, Eine 
Probe wurde durch allmahlichen Weingeistzusatz koaguliert. 
Die etwa 40°/, Weingeist enthaltende Fliissigkeit wurde fil- 
triert; sie war gelbgriin, zeigte zwei schwache Absorptions- 
streifen bei 595 und 570 wu, wurde nach Zusatz von Ammoniak 
tiefer gelb gefirbt und zeigte dann einen Streifen bei etwa 
590 (Spur Haimatoporphyrin?). Zusatz von Hydrazinhydrat zu 
diesem Weingeistextrakt gab auch nicht spurenweise das Himo- 





1) Hiifner, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1894, 8. 130. 
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ult, chromogenspektrum. Durch Evakuieren verschwanden in der 
. _ urspriinglichen Fliissigkeit die Oxyhimoglobinstreifen, an ihrer 
ell, — 


Stelle trat das breite Himoglobinband auf. 


cht Nach einigen Wochen war die ebenso wie das erste Objekt 
aufbewahrte Fliissigkeit auffallenderweise nicht in reduziertes 
rb- Himoglobin iibergegangen; sie zeigte einen rotbraunen Farben- 
a9 ton mit einem breiten verwaschenen Streifen bei etwa 535, 
ia auf Zusatz von wenig Schwefelammon sofort das typische 
-_ Himochromogenspektrum. Die Fliissigkeit hatte nicht den ge- 
ts ringsten Faulnisgeruch und hat sich monatelang in ihrem spek- 
tralen Verhalten nicht weiter verindert. Im Spektrophoto- 
un meter betrug bei Untersuchung in sodaalkalischer (1 p. m.) Lésung 
_ der Quotient Q in den von Hiifner verwendeten Spektral- 
nd gegenden 1,125. 
rte In einem dritten Falle von haimorrhagischem Inhalt einer 
al- Ovarialcyste (26. X. 1922) bestand derselbe aus einer diinn- 
breligen rotbraunen Masse, die beim Abstehen eine tief rot- 
‘ote braune Fliissigkeit iiber dem reichlichen Sediment lieferte. 
vor. 


Das Sediment wurde durch Auswaschen und Zentrifugieren von 7 
— der Fliissigkeit befreit; auf den bei 110° getrockneten Riick- fi 
stand berechnet, wurden fast 10°/, eines hellgelben, bei Zimmer- res 


sie temperatur festen, cholesterinreichen Extraktes, 2,63°/, Asche, | 
>r) davon 0,129°/, Hisen erhalten. 
von Die Reaktion der nicht fadenziehenden Flissigkeit war 
ail gegen Lackmus neutral. Sie zeigte im Spektroskop das gleiche + 
halt Bild wie die erstbeschriebenen, ein anscheinend einer Mischung | 


fel- von Oxy- und Methamoglobin entsprechendes Spektrum. Spektro- 
photometrisch wurde in 1 p. m. Sodalésung Q = 1,38 gefunden, 
was etwa 50°/, Methimoglobin entspriche. 

fi Auch in diesem Falle war beim Stehenlassen der Lésung 
keine Fiulnis und Reduktion eingetreten, vielmehr waren, nach- 


me dem das Oxyhamoglobinspektrum verschwunden war, nach einigen 
am weiteren Tagen alle deutlichen Absorptionsstreifen verschwunden, 
= auf Zusatz von geringen Mengen von Schwefelammon war da- 
en gegen nun das Hamochromogenspektrum sehr intensiv zu 


sehen. 
Die geschilderten Beobachtungen sind als gelegentlich ge- 
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machte in den Details liickenhaft und verdienen nun ein ge- 
naueres Studium. Allen drei Fiillen ist die unerwartete, 
langsam aufgetretene Abspaltung der prosthetischen Gruppe 
aus dem Blutfarbstoff eigentiimlich, welche reinen Methimo- 
globinlésungen nicht zukommt. LEKinen Katalysator fiir diese 
Spaltung aufzufinden, ist uns bisher nicht gelungen. 

Nach den Erfahrungen G. A. Wagners bewirkt besonders 
Uterusschleimhaut eine Braunfiirbung des Blutes. In einer 
ad hoc ausgefiihrten Probe konnte dabei keine Hiimatinbildung 
beobachtet werden. 


II. Uber die Darstellung von krystallisiertem Acidhamoglobin. 


Aus diesen Beobachtungen glauben wir folgern zu diirfen, 
da8 der methimoglobinartige Farbstoff dieser Cysten sich von 
dem wohlcharakterisierten Ferricyanid-Methimoglobin durch 
eine leichtere Spaltbarkeit in die Komponenten unterscheidet. 
Zur Entscheidung in den entstandenen Zweifeln, ob die ver- 
schiedenen, als methimoglobinbildend bezeichneten Reagenzien 
ein einheitliches oder verschiedene Produkte liefern, scheint es 
geboten zu sein, diese ,,.Methiimoglobine“ rein darzustellen. Die 
neueren Behelfe der Ultrafiltration und Raschdialyse diirften 
im Vergleich mit den friitheren Verfahren diese Aufgaben durch- 
fihrbar machen. 


Ich habe vorerst versucht, das noch umstrittene ,,Acid- 
himoglobin“ darzustellen. 


Aus der Literatur sei folgendes zu diesem Thema mitgeteilt. 
W. Preyer (Die Blutkrystalle, 1871, 8. 194/5): ,,I[ch ... bin durch wieder- 
holte Untersuchung des Methiimoglobins zu dem mit der der allzu kurzen 
Mitteilung Sorbys iibereinstimmenden Ergebnis gelangt, daB das Met- 
hiimoglobin durch Abspaltung von Siuren aus dem Hiamoglobin entsteht, 
sich nur durch die schwichsten Siuren kiinstlich herstellen 1i8t und 
sowie die Aciditit eine gewisse sehr niedrige Grenze iiberschreitet, seine 
Koagulierbarkeit verliert und ein anderes Spektrum zeigt, so zwar, daB 
das Methimoglobinband ... mit Zunahme der Aciditit nach A zu riickt.“ 
(A = Frauenhofersche Linie.) Uber den Grad der Verschiebung 
werden die Ergebnisse von Versuchsreihen mitgeteilt. 

J. A. Menzies (J. of Physiol. Bd. 17, S. 421, [1895]) findet, 
da8 unter der Wirkung von Siuren ein Ubergang des Blutpigments in 
Methiimoglobin, dann in Hiimatin stattfindet; der Bestand des Methimo- 
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C- globins ist aber bei Verwendung der meisten Siiuren nicht von langer 
e, > Dauer. Als Unterschied zwischen Methimoglobin und Hiimatin ist die 
ye 4 Lage des Absorptionsstreifens im Rot hervorgehoben: Methimoglobin 
5. | zeigt 4 = 630, Hamatin bei Oxalsiiure-, Essigsiiure-, Phosphorsiure- 


. einwirkung 4 = 642, bei den anderen Mineralsiiuren 4 = 650. 
- 4 E. Harnack (diese Zs. Bd. 26, 8.558 [1898]) bringt Acidhimo- 
globin in Gegensatz zu Methiimoglobin; 8. 574: .,DaB man dieses Produkt 

















rs | noch immer Methiimoglobin nennt, scheint mir ein Unding und wirkt 
.T | ; nur verwirrend, da es mit b (nb Methimogl.) augenscheinlich nichts zu 
fs » tun hat und nur braun gefiirbt ist wie jenes. Ich schlage daher den 
~ Namen Acidhiimoglobin dafiir vor, e¢ (nb Acidhiimogl.) ist eine sehr 
; wenig konstante, passagere Verbindung, dic durch Alkalien nicht wieder 
in Himoglobin iibergefiihrt, aber durch Cyankalium wieder schén ge- 
n. " yotet wird und dann ein Spektrum ergibt, das dem des Oxyhiimoglobins 
n, sehr fihnlich ist (ob identisch, fragt sich) und sich auch spontan in ein ; 
dem Hiimoglobinspektrum sehr ahnliches umwandelt.“ 
. Bemerkung dazu: Zweifellos ist Harnack mit dieser spektro- 
h skopischen Beobachtung im Irrtum. Was H. unter Cyankaliumwirkung 
t. als die Oxy- bzw. red. hiimoglobiniihnlichen Spektra angesprochen hat, 
,. sind die von Hiimatinderivaten, die schon der gerichtliche Mediziner 
n E. v. Hofmann in Wien 1876 beschrieben hat. Sie sind von den ge- 
richtlichen Medizinern L. Wachholz und M. Richter 1894—1896 ein- i 
ig ~  gehend studiert, als Cyanhimatin- bzw. Cyanhiimochromogenspektra be- . ' 
€ |%  kannt. Dargestellt sind die beiden Substanzen noch nicht. a 
n a C.E.Ham und H. Balean (J. of Physiol. Bd. 32, S$. 312 [1905] Pes 
\- --versuchten aus Oxyhiimoglobin zu Methiimoglobin zu gelangen, kamen e 
| ’ jedoch zu dem Resultat, da8 Methiimoglobin keine Zwischenstufe zwischen f 
_— Oxyhimoglobin und Hiimatin ist. Bei der Einwirkung von Siiure auf e 
- F Oxyhiimoglobin wird die Hilfte des locker gebundenen Sauerstoffs aus- 
getrieben, dabei entsteht nur Siiurehiimatin. Auch das alkalische Met- « 
t. _ himoglobin wird als eine Mischung von Oxyhimoglobin mit Alkali- ti 
r- | hiimatin aufgefaBt: ,,... the so-called alkali methaemoglobin bands (which 
n | we consider probably to be due to a mixture of alkali haematin and 
t- i oxyhaemoglobin).“ (S. 316.) Die Autoren meinen, da8 Himochromogen 
t, _ plus Globin wieder zu Hiimoglobin zusammentreten kénnen, daB Globin 
d ; auch durch andere Eiweifkérper bei dieser Synthese ersetzt werden 
e | : kénne. 
B | Neuestens hebt Quagliariello (zit. nach Physiol. Ber. Bd. 12, 
« fa S. $2 [1922]) bei physikalisch-chemischen Untersuchungen von Himo- 


OSES 


in _ globin, dem sehr kleine Mengen von Milchsiiure und Salzsiiure zugesetzt 
’ wurden, die Bildung von Methiimoglobin hervor. 


Meine eigenen Erfahrungen gingen dahin, daB es gelingt, 
durch Zusatz sehr kleiner Mengen von Salzsiiure, Milchsiure, 
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Essigsiure zu Oxyhimoglobinlésungen ein dem Methimoglobin 
‘bnliches Spektrum zu erhalten, auch die fiir Methaimoglobin 
charakteristischen Umwandlungen dieses Spektrums auszufiihren. 
Allerdings ist diese Reaktion sehr empfindlich. Bei faulendem, 
d. h. Sauerstoff zehrendem Blut gelang sie mir nie; auch wenn 
wihrend des Versuchs Faulnis selbst geringen Grades eintritt, 
verschwindet der schon aufgetretene ,,Streifen im Rot“ und es 
tritt lediglich das Hamoglobinspektrum auf. Wird aber un- 
vorsichtig Siure zugesetzt, so treten die Spektralerscheinungen 
ein, wie sie unter Anderen Harnack beobachtet hat. Der 
Methaimoglobinstreifen ,,wandert* gegen 640—650, Reduktions- 
mittel geben die Himochromogenstreifen, nach Blausiurezusatz 
das schéne zweistreifige Cyanhimochromogenspektrum. Ks er- 
scheint mir sehr fraglich, ob Harnacks vergingliches, pas- 
sageres Acidhimoglobin noch eine Verbindung mit dem Eiweib- 
komplex war. 

Bei der eingehenderen Untersuchung fiihrte mich die Vor- 
stellung (Arbeitshypothese), daB dieUnterschiede in der Festig- 
keit der Sauerstoffbindung des Oxyhimoglobins, wie sie Hiifner 
fir alkoholhaltigen Blutfarbstoff konstatiert hat?), und wie sie 
durch die fundamentalen Arbeiten von Barcroft?) und seinen 
Mitarbeitern betreffend den EinfluB der Salze, der Kohlensiure 
und der Temperatur auf die Festigkeit der Sauerstoffbindung 
festgestellt sind, auf sterische Kinfliisse von Seiten des Globin- 
komplexes zuriickzufiihren sind. In dem Globinkomplex mag 
das Hamochromogen®) so ein- oder angelagert sein, daf sein 





1) Hiifner, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1901, S. 202ff. 

2) J. Barcroft u. Mitarb., J. of Physiol. Bd. 39 (1909/10). 

3) Es wire sehr wiinschenswert, an Stelle des listig langen, unge- 
schickten Wortes Hiimochromogen eine andere Bezeichnung zu setzen. 
Hat doch Hoppe-Seyler selbst die Bezeichnung als vorliufige ge- 
wihlt (Medizinisch-chemische Untersuchungen, §S. 544 u. 545). Halli- 
burton u. Rosenheim haben im Biochemical Journal, Bd, 13, S. 195 
(1919) die gleiche Forderung gestellt und vorgeschlagen, Hiamatin als 
Oxyhiamatin, Hiimochromogen als red. Himatin zu bezeichnen. Meines 
Erachtens wiire es nicht erwiinscht, in Anbetracht der groBen bestehen- 
den Literatur iiber Hiimatin dessen Bezeichnung zu andern. Gegen 
,red. Hiimatin“ spricht, daB es wiederum schwerfillig ware, zwei Worte 
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Eisenatom gehindert wird, mit aller Energie den Sauerstoff 
festzuhalten und die Bindung der Sauerstoffatome im Sauer- 
stoffmolekiil zu lésen. Quellungen oder Schrumpfungen im 
Globinkomplex mégen dann die Liicke, durch welche der 
Sauerstoff an das Haimochromogeneisen angedringt ist, ver- 
andern und eine andersartige Bindung erreichen lassen. Diese 
Anschauung wiirde es auch erkliren, da® lange gelagertes 
Oxyhamoglobin, Parhimoglobin, Hitzekoagulat von Oxyhimo- 
globin keinen locker gebundenen Sauerstoff enthalten. 

Um iiber die Wirkung von Sauren auf Oxyhimoglobin 
klar zu werden, habe ich die Versuche mit gut dialysiertem 
Oxyhamoglobin vorgenommen und auch die Siure durch eine 
Dialysiermembran einwirken lassen. Bei Verwendung von 
Kollodiumsiackchen, von welchen ich solche auswihlte, die eben 
schon minimale Spuren von Hamoglobin durchtreten lieBen, 
geht die Dialyse rasch von statten. 

Das Ausgangsmaterial waren Oxyhimoglobinlésungen vom 
Pferd, die aus mehrmals mit 1°/, iger Chlornatriumlésung ge- 
waschenen und zentrifugierten Blutkérperchen mit warmem 
Wasser bereitet worden waren. Die Lésungen wurden filtriert, 
nach der Dialyse wiederum filtriert. Die so gewonnenen Lé- 
sungen enthielten nach der spektrophotometrischen Bestimmung 
7—20°/, Oxyhimoglobin. 20—50 ccm dieser Lésungen wurden 
in die Dialysierhiilsen eingefillt, als AuBenfliissigkeit wurden 
200—300 ccm verdiinnter Salzsiure verwendet. Die Apparatur 
blieb in der Zimmertemperatur. Nach je 12 Stunden wurde 
eine kleine Probe der Blutfarbstofflésung entnommen und nach 
entsprechender Verdiinnung spektroskopisch untersucht, gleich- 
zeitig wurde die Aufenfliissigkeit durch eine frische ersetzt. 
Ks ergab sich, daB bei einer Salzsiurekonzentration von '/,, 


zur Bezeichnung einer Substanz zu verwenden. Rationell wire per 
analogiam Ferro- und Ferri-, Himato- und Hiimati-Verbindungen zu 
unterscheiden; das einfachste wiire wohl, statt Hiimochromogen ,,Haimo- 
chrom“ zu sagen. Leider ist dieses Wort von 2 Seiten in Anspruch ge- 
nommen, von P, Hari (Lehrbuch, 2. Aufl. 1922, S. 140) fiir eine Komplex- 
verbindung des Blutfarbstoffs, von E. Herzfeld u. R. Klinger (Bio- 
chem. Zs. Bd. 100, S. 70 [1919]) fiir eine hiimatinartige Substanz. 





959 R. Zeynek, 


bis 1/,, n. in der AuBenfliissigkeit héchstens minimalste 
Spuren von loneneisen nachweisbar waren, wiihrend die Blut- 
farbstofflésung nach wenigen Stunden die Absorptionsstreifen 
des Methiimoglobins (ungefihr 630, 576, 542, 500) aufwies; mit 
Schwefelammon in geringer Menge oder mit Natriumhydrosulfit 
versetzt, gab letztere jedoch neben dem Hamoglobinspektrum 
nach kurzem Zuwarten als Haupterscheinung einen scharfen 
dunklen Streifen bei etwa 557, spiiter einen schwachen Streifen 
bei etwa 530. Nach 14stiindiger Dialyse gegen 1/,, n-Salz- 
siiure war lediglich das Himatinspektrum zu_ beobachten. 

Bei Verwendung von Schwefelammon als Reduktionsmittel 
trat, solange noch unzersetzter Blutfarbstoff vorhanden war, 
meist die von Jiderholm!) beschriebene Umwandlung in das 
Oxyhimoglobinspektrum vor der Bildung des Himoglobin- 
spektrums auf; bei Verwendung von Hydrosulfit ist dies nicht 
der Fall. 

Erst bei einer Verdiinnung der Salzsiiure auf '/,,, bis 
Vigo D- trat nach 2—3tigiger Dialyse keine Haimatinbildung 
mehr auf, d. h. die mit den Reduktionsmitteln versetzten Proben 
zeigten kein Himochromogenspektrum, sondern nur das des red. 
Himoglobins, und nach dem Schiitteln derselben mit Luft wurde 
das reine Oxyhiimoglobinspektrum erhalten. Bei 2 Versuchen 
dieser Art wurden im Spektrophotometer Quotienten von 1,51 
und 1,54 gefunden, wihrend vorher bei der Untersuchung in 
1 p.m. Sodalésung Quotienten von etwa 1,2 gefunden worden 
waren. 

Diese Dialysen miissen mit einwandfreiem, frisch be- 
reitetem Oxyhimoglobin durchgefiihrt werden. ‘Tritt wihrend 
der Dialyse Faulnis, die wahrscheinlich mit Ammoniakentwick- 
lung verbunden ist, ein, so wird auch bei héherem Siuregehalt 
in der AuBenfliissigkeit nur red. Himoglobin gefunden. 


Wiederholt ist auf die héhere Resistenz des Oxyhimoglobins gegen 
Laugen als gegen Siiuren hingewiesen worden. Ich fand bei der obigen 
Versuchsanordnung, daB keine Himatinspaltung des Oxyhimoglobins 
bei der Dialyse gegen 1/,, n-Kalilauge eintrat. 


1) Jiderholm, Zs. Biol. Bd. 16, S. 1 (1880). 
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Die durch Kinwirkung der etwa '/,,, n-Salzsiiure gewon- 
nenen Blutfarbstofflésungen zeigten spektroskopisch das typische 
Methimoglobinspektrum: einen starken Streifen im Rot bei 
etwa 630, einen breiten im Blaugriin bei etwa 500, und niemals 
vermifte ich, ebensowenig wie bei Methimoglobin, das mit Ferri- 
cyankalium bereitet war, die schattenhaften Streifen bei etwa 
576 und 540. Die Umwandlung ist das Spektrum des alka- 
lischen Methimoglobin vollzog sich in den zur spektroskopischen 
Untersuchung hergerichteten Proben durch Zusatz eines Tropfens 
einer verdiinnten Sodalésung so gut wie momentan, ebenso 
durch Einwirkung von etwas Blausiiure (verwendet wurde eine 
etwa 2°/,ige Blausiure) die Umwandlung in das Cyanhimo- 
globinspektrum. 

Nur die Farbe der Lésungen ist nicht so rotbraun (porter- 
braun) wie die der Methimoglobinlésungen, sondern ein reines 
Braun. Beim Trocknen der Lésungen an der Luft dndert 
sich aber wie bei Methimoglobin der Farbenton ins Rotbraune. 

Da diese Liésungen bei Zimmertemperatur recht haltbar 
sind, liegt also hier keine so passagere Substanz vor, wie 
Harnack es annahm. Allerdings wurde die Siureeinwirkung 
auf das schonendste durchgefiihrt, ferner mu8 hervorgehoben 
werden, daB die Reaktion nur langsam und allmahlich vor 
sich geht, und da in den Dialysiersickchen immer etwas 
amorpher Niederschlag vorhanden war, in welchem aber niemals 
abgespaltenes Himatin nachgewiesen werden konnte. Ob diese 
Niederschlage nicht, wenigstens zum Teil, auf Verunreinigungen 
des Blutfarbstoffs zuriickzufiihren sind, konnte nicht entschieden 
werden. 

Kontrollproben von Oxyhaimoglobinlésungen, die ebenso- 
lang gegen reines Wasser dialysiert worden waren, zeigten 
héchstens ganz minimale Streifen im Rot, auch bei mehrtigiger 
Dialyse gegen verdiinntere Siurelésungen (etwa '/,,, n.) war 
das Oxyhamoglobinspektrum immer das dominierende ge- 
blieben. 

Bei den Versuchen, diese methimoglobinartigen Lisungen 
zu konzentrieren, zeigte sich aber ihre Zersetzlichkeit unter 
Himatinbildung, eine Darstellung in fester, krystallisierter Form 
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wollte nicht glatt gelingen. Die Dialyse der Lésungen gegen 
verdiinnten Weingeist gab vorwiegend amorphe Schollen. 

Erst durch einen Kunstgriff lieB sich das Reaktionsprodukt 
krystallisiert isolieren. Um nimlich das Auftreten von Faulnis 
sicher zu verhindern und zugleich, um die Sauerstoffbindung 
fester zu machen, habe ich der Oxyhimoglobinlésung 10°/, 
Weingeist von vornherein zugefiigt und die Dialyse gegen ver- 
diinnte Salzsiiure mit dem gleichen Weingeistgehalt vorgenommen. 
Ks zeigte sich, da8 zur Bildung des ,,Acidhimoglobins“ nach 
dem Weingeistzusatz eine noch geringere Salzsiurekonzentration 
(*/s00——"/o9 0+) hinreichend war. Im iibrigen verliefen die Ver- 
suche analog. 

Die gleichen Versuche wurden mit Oxyhimoglobinkrystallen 
vom Pferd ausgefiihrt. 

Uber die absolute Siuremenge, die zur Umwandlung not- 
wendig ist, sagen diese Versuche nichts aus, sie kliren nur 
die Empfindlichkeit der Himoglobinstruktur auf. Grob orien- 
tierende Versuche, derart ausgefiihrt, daB zu einer 10°/, Al- 
kohol enthaltenden dialysierten Oxyhaimoglobinlésung von be- 
kanntem Gehalt steigende Mengen Salzsiure zugesetzt wurden, 
bis die Oxyhimoglobinstreifen fast verschwunden waren und 
noch kein Himatin nachweisbar war, gaben das Ergebnis, daf 
auf 1 g mol. Oxyhamoglobin ungefihr 1 g mol. HCl notwendig 
war. Auch bei solchen Versuchen war immer eine kleine 
Menge eines braunen amorphen Niederschlags entstanden. In 
zwei Fiillen, in denen er besonders reichlich zu sein schien, 
wurde der Niederschlag getrocknet und gewogen. Er betrug etwa 
5°/, des Ausgangsgewichts vom verwendeten Oxyhimoglobin. 

Durch Ultrafiltration der gewonnenen ,,Acid“hamoglobin- 
lésungen unter Benutzung sehr diinner Kollodiummembranen 
gelang es in mehreren Fallen, aus den mit Wasser gewaschenen 
Lésungen schéne Krystallisationen, einmal in prichtigen ma- 
kroskopischen Krystallen — tiefbraune Rhomben — zu er- 
reichen. 

Lufttrockene Krystalle verschiedener Darstellung gaben 
folgende Werte: 1. Krystallwasser: 16,12°/,. Eisengehalt der 
trockenen Krystalle: 0,377 °/.. 
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2. Krystallwasser: 17,12°/,. Hisengehalt der trockenen 
Krystalle: 0,369 °/,. 

Fiir Ferricyan-Methamoglobinkrystalle war seinerzeit ein 
Wassergehalt von etwa 11—12°/, gefunden worden. 

Im Verhiltnis zum Ferricyan-Methimoglobin erweisen sich 
diese Krystalle als empfindlicher. Schon nach einigen Tagen 
sind sie in Wasser nicht mehr vollstiandig léslich. Der geléste 
Anteil zeigt jedoch das typische Methimoglobinspektrum und 
gibt mit Schwefelammon keinen Hamochromogenstreifen. 

Reine dialysierte Lésungen werden durch Ammonsulfat 
bei Halbsattigung nicht gefallt, zwischen 6—7 Siattigung (vgl. 
Cohnheim, Eiwei8kérper 1911, S. 166) erfolgt quantitative 
Fallung. Kochsalz fallt nicht, auch wenn es bis zur Sattigung 
eingetragen wird. Die noch Weingeist und freie Saure haltigen 
Lésungen werden dagegen bei Halbsattigung mit Ammonsulfat 
und auch durch Chlornatrium gefillt. 

Was das optische Verhalten anbelangt, so kann in erster 
Linie kurz gesagt werden, daB die spektralen Erscheinungen 
sowohl von Lésungen der Krystalle wie von den durch Dialyse 
direkt erhaltenen Lésungen die gleichen sind, wie die des 
Ferricyan-Methimoglobins. Ich fand, wie mehrfach erwahnt, 
fiir die sauren (bzw. neutralen) Lésungen nach entsprechender 
Verdiinnung als Stellen der maximalen Absorption 4 = 630, 
576, 540, 500. Die beiden mittleren Streifen waren im Ver- 
hiltnis zu den beiden anderen schwache Schatten, man kénnte 
vielleicht insbesondere den Schatten bei 576 als einen plétz- 
lichen Ubergang aus einer helleren in eine starker verdunkelte 
Spektralgegend auffassen und nicht als ein nach beiden Seiten 
abklingendes Maximum der Lichtextinktion. Aber in allen 
Fallen waren so wie bei (Ferricyan-)Methimoglobin in den 
angegebenen Spektralgegenden solche auffallende Helligkeits- 
wechsel bei geeigneter Konzentration der Lésung zu sehen. 
Ebenso trat auf Zusatz von 1 p. m. Soda das typische Spektrum 
des alkalischen Methimoglobins auf: ein Streifen bei etwa 
580, der mit ,,treppenformigem“ Abklingen ins Gelb, bei kon- 
zentrierteren Lésungen bis fast 610 reicht, ein zweiter Streifen 
bei etwa 540. Zusatz von verdiinnter (1—2°/, iger) Blausdure- 
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lésung zur sauren oder alkalischen Liésung gab ein breites 
Band bei etwa 530—570, Mitte etwa 550. 

Durch wenig Schwefelammon entsteht (red.) Himoglobin; 
in einer luftfreien Loésung tritt vorher kein Oxyhamoglobin- 
spektrum auf, genau so, wie Haldane (a. a. O.) es bei Ferricyan- 
Methimoglobin beschrieben hat. 

Eine schwach alkalische Lésung des Farbstoffs, sorgsam 
evakuiert bis zum ,,Wasserhammer“, indert ihr Spektrum auch 
nach mehreren ‘l'agen nicht. Die Absorptionsstreifen bleiben 
in gleicher Schirfe bestehen wie in einer Kontrollprobe, die 
an der Luft stand. Es ist demnach fiir dieses Derivat nicht 
anzunehmen, dab eine Spaltung in Oxyhimoglobin erfolge. 
Ich habe iibrigens mit Ferricyan-Methimeglobin auch keine 
andere Erfahrung gemacht. 

Fiir diese Beobachtungen diente ein Zeisssches gerad- 
sichtiges Spektroskop mit Wellenlingenskale, die sorgsam nach 
den Fraunhoferschen Linien oder dem Heliumspektrum 
justiert wurde. Eine prizise Lagebestimmung der breiten 
Absorptionsstreifen ist allerdings schwierig. Wie Hasselbalch’) 
m. E. mit Recht hervorhebt, zeigt sich eine ,,Tendenz zur Ab- 
rundung“; jedenfalls werden Differenzen von 1—2 yp nicht 
auszuschalten sein. 

Behufs weiterer Charakterisierung habe ich die spektro- 
photometrische Untersuchung in den von Hiifner zur Unter- 
suchung von Blutfarbstoffen normierten Spektralgegenden mit 
einem Hiifnerschen Spektrophotometer ausgefiihrt, und zwar 
in derselben Weise, wie seiner Zeit mit Methimoglobin und 
Cyanhaimoglobin?), um vergleichbare Zahlen zu erhalten. 

Zur Untersuchung wurde eine 0,1376°/,ige Loésung der 
schénsten erhaltenen Krystalle, wasserfrei berechnet, verwendet. 
Im Mittel von 20 Ablesungen wurden gefunden: 

~ = 62,05°, g = 66,09°, 
woraus sich 





1) Hasselbalch, Biochem Zs. Bd. 19, 8. 454 (1909). 
*) Zeynek, Diese Zs. Bd. 33, 8. 440 (1901); Arch. (Anat. u.) Physiol. 
1899, S. 464—466. 
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@ = 0,65820, « = 0,78444, ~— wt Q ww 1,192), 


: A = 0,002091, A’ = 0,001 754 
ergibt. 


Darnach ist eine fast vollstindige Ubereinstimmung inner- 
halb der Fehlergrenzen mit den unter gleichen Verhiltnissen 
sefundenen Werten fiir Methimogiobin vorhanden (4 = 0,002077, 
A’ = 0,001 754, Q = 1,185. 

Zur Orientierung wurde auch die Lichtextinktion der 
Lisung tiber den Hauptteil des sichtbaren Spektrums spektro- 
photometrisch bestimint. Es muff aber betont werden, daB 
solche Bestimmungen mit den gegenwirtigen Apparaten einen 
nur orientierenden Wert haben. Da bei unseren Spektro- 
photometern nicht rein monochromatisches Licht, sondern 
jeweils solches verschiedener Wellenlingen ins Auge gelangt 
(je nach den Spektralgegenden in verschiedenem Umfange, 
etwa zwischen 7—17 mu), da ferner in den Spektralgegenden, 
in welchen groBe Helligkeitsunterschiede vorhanden sind (z. B. 
in den Gegenden mit starken Absorptionsstreifen), die Messung 
der Lichtausléschung nur den Mittelwert gibt, werden eben 
nur solche, nicht der wirklichen Lichtabsorption entsprechende, 
Mittelwerte gefunden. Nehmen wir als extremes Beispiel an, 
daB ein scharfer Absorptionsstreifen, 5 uu breit, sich in einer 
Umgebung befande, die kein Licht absorbiert, und der Streifen 
wire in das Gesichtsfeld, das 10 uu umfaBt, eingestellt. In 
diesem Falle, wie es allerdings bei unseren Messungen nicht 
so extrem vorkommt, wiirde eben nur die halbe Lichtextinktion 
des Absorptionsstreifens gemessen werden. Werden die er- 
haltenen Extinktionswerte in Kurvenform dargestellt, so gibt 
die Kurve demnach nicht die Konturen, die der wirklichen 
Lichtausléschung entsprechen, sondern nur ein ungefiahres Bild 
so als wenn die Kurve mit einem breiten Pinsel gezeichnet 
worden wire.!) 





) Eine solche Darstellung habe ich Diese Zs. Bd. 34, S. 152 (1901) 
Tafel I, gegeben. In der Zeichnung ist es jedoch fehlerhaft, daB die 
sreite des Kurvenbandes iiber das ganze Spektrum gleichmiBig dar- 
gestellt ist, wihrend sie fiir Prismen-Spektrophotometer sich gegen das 
kurzwellige Ende etwa um die Hilfte verjiingt. Der Hinweis soll nur 
zur Illustration obiger Ausfiihrung dienen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX. 17 
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Tabelle itiber die ungefihre Lichtausléschung 
der schwach alkalischen Lésung (c = 0,1376 °/,). 




















Spektralgegend Extinktionskoeffizient 
680—662 0,054 02 
662—647 0,104 15 
647— 6382 0,16802 
632—619 0,247 09 
619—605 0,43908 
605—592 0,516 22 
592—580 0,682 94 
580—569 0,71012 
569—559 0,658 20 
559—549 0,72886 
549—540 0,784 44 
540—532 0,764 55 
582—524 0,645 48 
524—517 0,583 94 
517—510 0,516 22 





Nach diesen Erfahrungen sind die Unterschiede zwischen 
dem mittelst Ferricyankalium bereiteten Methimoglobin und 
dem aus Oxyhimoglobin mit entsprechend verdiinnten Sauren 
dargestellten, krystallisiert gewonnenen, Blutfarbstoffderivat sehr 
gering. AuBer dem Farbenunterschied (Siure-Methimoglobin 
hat ein reineres Braun als Ferricyan-Methamoglobin) wire nu 
die gréBere Empfindlichkeit des Acidkérpers gegen spaltende 
Agenzien, fiir die Krystalle die Rhombenform und der gréfere 
(sehalt an Krystallwasser hervorzuheben. 

Da die itibrigen optischen Erscheinungen zeigen, daB dei 
farbgebende Komplex keine Unterschiede aufweist, glaube ici 
die Unterschiede zwischen den genannten beiden Derivaten 
des Blutfarbstofis auf Veriinderungen im _ Globinkomplex, 
vielleicht auf einen héheren Hydratationsgrad desselben in dem 
durch Séurewirkung entstandenen methimoglobinartigen Pro- 
dukte beziehen zu sollen. Als Name kime diesem Derivat 
Sauremethimoglobin zu. Die von Harnack fiir Acidhimoglobin 
gemachten Angaben beziehen sich auf ein Spaltungsprodukt 
des Oxyhiimoglobins. 
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Uber die Rolle der Vitamine und Avitaminosen in der 
Mikrobiologie. Avitaminose und Virulenzsteigerung. 


Von 


Alberto Ascoli, 


(Universitat Modena.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1923.) 


Die Frage iiber die Bedeutung der Vitamine im Tierreich 
tritt erst mit der kiinstlichen Erzeugung der Hiihnerberiberi 
in den Rahmen der experimentellen Bearbeitung: diese eigen- 
artige Avitaminose verleiht nimlich der experimentellen Tatig- 
keit auf diesem Gebiete ein streng wissenschaftliches Geprige. 
ir die Forschung liegt der Mittelpunkt des ganzen Problems 
in der Avitaminose, da der so gliicklich gewihlte Ausdruck 
,,Vitamine“ eigentlich alles das bezeichnet, was die Folge- 
erscheinungen der Avitaminosen zu verhiiten berufen ist. Meines 
Krachtens ist in diesem Worte die Quelle vieler Irrwege im 
Vitaminproblem zu suchen. 

Was die Rolle der Vitamine in der Mikrobiologie betrifft, 
galt es als bewiesen, daB dieselbe vorwiegend in einer Férderung 
des Bakterienwachstums zum Ausdruck komme. Ausgehend 
von der yon Pasteur beobachteten Beschleunigung der Gairung 
durch Zusatz bestimmter organischer Substanzen konnte zuerst 
Wildiers einen Wachstumsimpuls bei Hefezellen durch einen 
ueuen Faktor — den er Bios nannte, der aber zweifellos heute 
als ein Vitamin gelten wiirde — feststellen: vom praktischen 
Standpunkte schlieBen sich an diese Studien die Versuche an, 
zur Lésung der vielen auf diesem Gebiete schwebenden Fragen 
in Stelle des Tierversuches diese bequemere in vitro arbei- 


tende Methode des Hefewachstums heranzuziehen, vom theore- 
tag 
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tischen Gesichtspunkte aus bilden sie den Ausgangspunkt zu 
jenen Irrbahnen, in die das Vitaminproblem z. B. auf dem 
Gebiete der Mikrobiologie gelenkt wurde. 

Wie dem auch sein mag, heute herrscht allgemein die An- 
schauung, daB die Vitamine fiir das Wachstum der 
Mikroorganismen notwendige und giinstige Elemente 
seien und daB ihr Zusatz zu den N&ahrbéden ein 
iippigeres Wachstum derselben bedinge. 

Diese Anschauung fand um so leichter Anklang, als sie zu 
dem Gedankenkreise paBte, welcher durch die Untersuchungen 
von Bottomley angebahnt worden war, welcher bei Pflanzen, 
nach Vitaminzulage, eine betrachtliche Gewichtsvermehrung 
festgestellt hatte, wihrend die Kontrollpflanzen in demselben 
Zeitraume eine Gewichtsverminderung erfuhren: fiir die Sub- 
stanzen, welche das Pflanzenwachstum férdern, wurde der sug- 
gestive Ausdruck ,,Auximone“ eingefiihrt und zu ihrem Nach- 
weise eine einfache bakteriologische Methode ausgearbeitet, 
welche eben ihre férdernde Wirkung auf das Wachstum der 
nitrifizierenden Bakterien veranschaulicht. Diesem Gedanken- 
gange folgend, konnte eine Schiilerin Bottomleys (Fraulein 
Mockeridge), indem sie die firdernde Wirkung der Auximone 
auf die Stickstofffixierung von Bacillus radicicola und Azoto- 
bacter chroococcum bestimmte, die durch die ,,Auximone“ be- 
wirkte Férderung auf den Stoffwechsel dieser Bakterien zuriick- 
fiihren. Unmerkbar ebnete sich so, durch diese Verschiebung 
der Wirkung der ,,Auximone“ der Weg zur heute allgemein 
akzeptierten Annahme, welche den Vitaminen eine giinstige 
Wirkung auf das Wachstum der Bakterien zuschreibt, trotzdem 
Bottomley allmahlich dazu gefiihrt wurde, die von ihm be- 
obachtete giinstige Beeinflussung des Pflanzenwachstums nicht 
den Vitaminen, sondern den Nucleinsiuren, genauer ihren 
Spaltungsprodukten, zuzurechnen. Der einmal eingebiirgerte 


Gedankengang wurde aber aufrecht erhalten, obgleich Frl. | 
Mockeridge fand, daB, im Gegensatze zu den nitrifizierenden, | 
die Faulnis -denitrierenden und ammoniakproduzierenden Bak- ; 
terien keine Beeinflussung durch Vitaminzulage erfuhren: es | 
sollen sich diese beiden Bakterienreihen, von welchen die eine |) 
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am Anfange, die andere am Schlusse des Stickstoffzyklus steht, 
sich auch den Vitaminen gegeniiber gegensitzlich verhalten. 

Was speziell die pathogenen Mikroorganismen anbelangt, 
so wird die Unentbehrlichkeit der Vitamine fir ihr Gedeihen 
bei der kiinstlichen Ziichtung, d. h. ihre Rolle bei der Férderung 
Beschleunigung und Uppigkeit des Wachstums wohl allgemein 
anerkannt. So paradox diese Annahme aufs erste erscheinen 
mag, da sie mit der Fahigkeit einiger Bakterienarten, auf syn- 
thetischen N&hrboden zu wachsen, nicht gut in Kinklang zu 
bringen ist, bei genauerer Betrachtung liefert sie uns doch eine 
Erklirung fiir die Wirkung gewisser Zulagen, deren andere 
Bakterienarten, z. B. Meningo- und speziell Gonokokken, der 
Pfeiffersche Bazillus u.a.m., bei ihrer Ziichtung nicht ent- 
behren kénnen. Das Wachstum wieder anderer Arten, Pneumo- 
kokken, Typhusbazillen, Bact. coli usw., wird durch Vitamin- 
azusatz bloB beschleunigt. Aber auch dort, wo, wie bei himo- 
philen Bakterien, der giinstige Kinflu8 der Vitaminzulage un- 
verkennbar ist, ist merkwiirderweise die in Betracht kom- 
mende Substanz auf andere Bakterienarten ohne jede Wirkung. 
In prignanter Weise ist jedoch erst wihrend des Krieges der 
Vitaminbedarf der pathogenen Mikroorganismen zum Ausdruck 
gekommen, als die Absperrung der iiblichen Bezugsquellen 
fiir die Nihrbéden Schwierigkeiten in der Deckung eben dieses 
Vitaminbedarfes mit sich brachte. Obgleich zwar die Mikro- 
organismen imstande sind, Vitamine synthetisch aufzubauen, 
so findet ein gedeihliches Wachstum doch nur dann statt, wenn 
auch nur geringe Mengen Vitamin in den Naihrbéden enthalten 
sind. Diesem Bediirfnisse sind die Ersatzprodukte entsprungen, 
deren das Bakterienwachstum férdernde Wirkung auf ihrem 
Vitamingehalt beruhen soll. Es wurden zu diesem Zwecke 
die verschiedensten Mittel aus dem Pflanzen- und Tierreiche 
empfohlen, so z. B. ArachisnuBmehl fiir die Typhuskoligruppe, 
Weizenextrakt fiir Staphylokokken, Hefeautolysate und -Extrakte 
fiir Bact. coli, Gonokokken und Tuberkelbazillen, Nasalsekret 
und Zerebrospinalfliissigkeit fiir Meningokokken, Fleischextrakte 
und gekochtes Fleisch fiir Bac. histolyticus, V. septicus, Bac. 
Sporogenes, Bac. Welchii und den Proteus. Auch die Toxin- 





Sea Sins ane 


sae blige 
a 


ae te 
monoid ey he 








262 Alberto Ascoli, 


bildung, z. B. des Diphtheriebazillus sollte durch Vitamine (und 
Aminosauren) geférdert werden. 

Bei der Aufzihlung dieser Wirkungen geht man aber 
doch zu weit, wenn man sogar physikalische Bedingungen, die 
ja fiir die Anaerobenziichtung ausschlaggebend sind, in den Be- 
griff der Vitamine einreiht. Was bliebe dann eigentlich noc! 
auBerhalb ihres Bereiches? Solche Ausschreitungen sind eber 
méglich, weil eine Umgrenzung des eigentlichen Wesens des 
Vitamins noch aussteht. Trotzdem reichen die zum Teil schon 
angefiihrten Tatsachen — Ausbleiben der fordernden Wirkune 
bei den denitrifizierenden Bakterienarten, Auffassung der ,,Auxi- 
mone“ als Nucleinspaltungsprodukte, kein Ubergreifen der fiir 
himophile Bakterien spezifischen Vitamine auf andere Mikro- 
organismen — aus, um den allgemeinen Satz, da8 die Vitamine 
durchwegs die Entwicklung der Bakterien férdern, anzufechten. 
Im Gegensatze zu Eberson, welcher durch Hefeextrakt eine 
Verlingerung der Lebensfaihigkeit der Meningokokken erzielte. 
spricht Kligler von einem hemmenden EinfluB der Hefe- 
autolysate auf das Wachstum dieser Kulturen. Wenn man 
die Originalarbeiten genauer ansieht, findet man, daB sogar 
anspruchlose Angaben fiir die Herstellung von Nahrbéden aus 
Riickstiinden der Fleischkonservenfabrikation, welche mit Vit- 
aminen nichts zu schaffen haben, in den Bereich der Vitamine 
gezogen wurden. 

Unseres Erachtens berechtigen die bisher beziiglich des 
EKinflusses der Vitamine auf das Wachstum der Mikroorganismen 
erzielten Resultate bloB zu folgenden SchluBfolgerungen: 

1. Bei einigen Bakterienarten laBt sich tatsichlich durch 
Vitaminzulage zu den Nahrbéden eine Férderung des Wachs- 
tums erreichen. 

2. Bei anderen Bakterienarten ist eine solche Wirkung 
der Vitamine nicht nachweisbar. 

3. Selbst in den Fallen, wo das Angehen und das Wachstum 
der Kulturen durch Zulage bestimmter Substanzen geférdert 
wird, ist es fraglich, ob letztere als Vitamine angesprochen 
werden diirfen oder ob es sich nicht etwa um Nucleinspaltungs- 


produkte, Aminosiiuren oder andere spezifische, mehr oder 
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weniger gut definierte, fiir den Aufbau des Bakterienkérpers, 
welcher im Einzelfalle synthetisch aufgebaut werden soll, not- 
wendige Substanzen handelt. 

Diese letztere Vermutung ist es vor allem, welche das 
ganze Gebaude als auf einer unsicheren Grundlage ruhend 
erscheinen 1l4Bt, so da ein Zusammenbruch leicht erfolgen 
kénnte. 

Die erwihnten Untersuchungen sind also wohl kaum ge- 
eignet, uns tiber die Rolle der Vitamine in der Mikrobiologie 
aufzukliren. Gliicklicherweise lassen sich die Fehlerquellen 
vermeiden, wenn man die Avitaminosen zum Mittelpunkte der 
ganzen Frage macht. 

Die Avitaminosen, welche tatsiichlich den Vitaminstudien ‘i 
das unentbehrliche experimentelle Riickgrat verleihen, bildeten 
bis vor kurzem kaum den Gegenstand mikrobiologischer For- 
schungen. Erst vor ein paar Jahren gingen Petragnani und 
(ruerrini daran, das Verhalten von Beriberitauben Milzbrand 
gegeniiber zu studieren. Die Versuche stellten folgende wich- 
tige Tatsache fest: dab T'auben, welche mit durch iberhitzten 
Dampt vitaminarm gemachten Weizen gefittert wurden, einer | 
Infektion mit Milzbrand erliegen, die von normalen Tauben, ree 
ohne zu erkranken, vertragen wird. Die Untersuchungen ae 
wurden so ausgelegt, da& die Avitaminose einen Zustand ver- i 
mehrter Empfinglichkeit gegen die Infektion erzeugt hitte. 

Der Befund ist durch Setti in meinem Institute bestitigt 
und als auch fiir mit poliertem Reis gefiitterte Tauben giiltig 
erwiesen worden. In seiner Doktorarbeit hat aber Setti auf 
meine Veranlassung sofort die Frage aufgeworfen, ob das An- 
vehen der Infektion durch eine geringere Widerstandsfahigkeit 
des vitaminverarmten Organismus oder durch eine in letzterem 
vom Milzbrandbazillus erworbene Virulenzerhéhung bedingt sei. 

Petragnani und Guerrini konnten sich diese Frage 
nicht stellen, weil sie mit virulentem Milzbrand arbeiteten und 
ohne weiteres die Infektion und den Tod auf die durch die 
Avitaminose erzeugte geringere Widerstandsfahigkeit zuriick- 
fiihrten. Mein Schiiler Setti konnte hingegen vorerst fest- 
stellen, daB die mit poliertem Reis gefiitterten Tauben nicht 
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bloB dem virulenten Milzbrand, sondern auch der Impfung mit 
abgeschwichten Milzbrandkulturen erlagen; ebenso gingen sie 
nach Einspritzung von abgeschwachten Rotlaufkulturen ein, die 
von gesunden Tauben anstandslos, ohne zu erkranken, vertragen 
wird. Diese Beobachtung erméglichte erst die Inangriffnahme 
der uns interessierenden Frage, da nunmehr bloB noch zu 
bestimmen war, ob diese schwachen Impfstoffe durch Verweilen 
im vitaminverarmten Organismus eine Umwandlung in voll- 
virulente Stimme erfuhren. In der Tat erwiesen sich die aus 
den eingegangenen Beriberitauben geziichteten Milzbrand- und 
Rotlaufkulturen zum Unterschiede von den Ausgangskulturen 
auch fiir normale Tauben letal. 

Wir schlossen daraus, da der fiir das Angehen der Keime 
in den Beriberitauben ausschlaggebende Faktor statt, wie 
Petragnani und Guerrini annahmen, auf einer geringeren 
Resistenz oder héheren Empfianglichkeit derselben zu beruhen, 
durch die von uns nachgewiesene Virulenzerhéhung bedingt 
sei. Unsere Deutung — derzufolge die Ursache des Erliegens 
der Beriberitauben gegeniiber den fiir normale Tauben un- 
schidlichen Infektionen in der experimentell festgestellten 
Virulenzsteigerung zu suchen wire —, steht in bestem Kin- 
klange mit den Befunden von Leeuwen und Verzar, welche 
bei Avitaminosen kein von der Norm abweichendes Verhalten 
gegen Gifte fanden. Es spricht dies fiir unsere Annahme, dab 
bei den Beriberitauben tatsichlich keine geringere Widerstands- 
fahigkeit vorliegt. Gegen die Infektionserreger reagieren die 
Beriberitauben hingegen anders als normale T'auben, weil diese 
durch Lebewesen bedingte Noxen, zum Unterschiede von den 
toten Giften, auf den Reiz der durch die vitaminarme Kost 
bedingten Dyskrasie mit einer Virulenzsteigerung zu reagieren 
befihigt sind. 

Gegen unsere Deutung kann jedoch mehr als Kinwand 
erhoben werden, vor allem, dai die von uns beobachtete Vi- 
rulenzsteigerung einfach der Tierpassage, d. h. dem Durchgange 
der verwendeten abgeschwiichten Stiimme, durch den tierischen 
Organismus zuzurechnen sei. Was den Milzbrandimpfstoff 
betrifft, kann ich mich jedoch auf eigene Untersuchungen, die 
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ich vor Jahren gelegentlich von Impfunfillen anstellte, berufen, 
die gegen die Annahme einer Virulenzerhéhung des Impf- 
stofles bei dem Durchgange durch den normalen Tierkérper 
sprechen. Da meine damaligen Versuche bei Meerschweinchen 
ausgefiihrt worden waren, muBten erst &hnliche Proben an 
Tauben und iiberdies Versuche mit dem Rotlaufimpfstoff an- 
gestellt werden. Durch Kinspritzung mehrfacher Dosen der 
Impfstoffe und Férderung ihrer Entwicklung bei Milzbrand 
durch Fasten, gelang es in der Tat, auch bei gesunden Tauben 
den Tod herbeizufiihren und die fiir den Vergleich mit den 
aus Beriberitauben geziichteten Kulturen nétigen Passage- 
stimme zu erhalten: es zeigten aber letztere nur eine ganz ge- 
ringe Virulenzsteigerung, die hinter der durch die Avitaminose 
erzeugten bedeutend zuriickblieb. Um fiir den Rotlaufimpfstoff 
die gleiche Héhe zu erreichen, wie sie bei Beriberitauben sofort 
bei der ersten Passage erzielt wird, ist eine Reihe von Pas- 
sagen erforderlich; beim Milzbrandimpfstoff lieB sich selbst 
nicht durch Vergesellschaftung der Einspritzung eines Multi- 
plums der Dosis mit dem Hungern eine der Beriberivirulen- 
tierung gleichkommende Virulenzsteigerung erzielen. 

Immerhin miissen wir mit dem Umstande rechnen, daB 
der lebende Organismus bei obigen Versuchen einen fiir ihre 
Kinschitzung stérenden Faktor bildet, der den Einspriichen, 
die gegen unsere Auffassung erhoben werden kénnen, einen 
uniibersehbaren Spielraum bietet. Eine vollige Klirung der 
Sachlage war bloB von einer Versuchsanordnung zu erwarten, 
bei welcher der tierische Organismus ausgeschaltet blieb, d. h. 
durch die Ubertragung der ganzen Streitfrage auf das engere 
(Gzebiet der Versuche in vitro: blo& der Nachweis, daB in vitamin- 
freien Nihrbéden eine der bei Beriberitauben gleichartige Viru- 
lenzsteigerung statthat, konnte eine einwandfreie Lésung der 
von uns aufgeworfenen Frage liefern. Diese Aufgabe war 
weder einfach noch leicht und iiberdies durch den Umstand 
erschwert, da& mehrere Streitfragen noch offen sind, z. B. ob 
das durch iiberhitztes Futter erzeugte Krankheitsbild mit dem 
durch polierten Reis hervorgerufenen tibereinstimmt, inwieweit die 
Vitamine durch Hitze geschiidigt werden und dergleichen mehr. 
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Unsere ersten Schritte spiegeln diese mangelhaften Kennt- 
nisse wieder. Der erste tastende Versuch, die Virulenz durch 
Ziichtung der Impfstoffe auf defibriniertem Blute von Beriberi- 
tauben anzufachen, scheiterte wohl daran, daB dasselbe kaum 
den theoretischen Anforderungen entsprach, welche an einen 
solchen Niahrboden gestellt werden sollten. Einem 4hnlichen 
MiBerfolge war von vornherein der Versuch ausgesetzt, die in 
den iiblichen N&hrbéden enthaltenen Vitamine durch vier- 
stiindige Kinwirkung von auf 160° erhitztem Wasserdampfe zu 
zerstéren. Diese Versuchsreihe lieferte vielmehr den Beweis, 
daB die Wirkung der Vitamine durch einen solchen Eingriti 
keine EKinbuBe erleidet: die Kinspritzung der iiberhitzten Nahr- 
béden war namlich genau so, wie jene der nicht iiberhitzten, 
noch imstande das Leben der Beriberitauben zu_verlingern. 
Es war also nicht zu erwarten, daB sie die Virulenz in die 
Hohe treiben kénnten, wenn die Virulentierung wirklich der 
Ausdruck einer Avitaminose ist: tatsiichlich erwiesen sich die 
auf den iiberhitzten Nahrbéden gewachsenen Impfstoffe nicht 
virulenter als jene, die auf nicht iiberhitzten geziichtet worden 
waren. 

Wir waren also auf den einzigen Weg angewiesen, der 
zweifellos zu einem vitaminfreien Nihrboden fiihren mubBte, 
nimlich auf seine Herstellung aus poliertem Reis, der uns zur 
Erzeugung der Beriberikrankheit bei den Versuchstieren diente: 
durch Mazeration des polierten Reises, daran anschlieBendes 
Kochen in viel Wasser und darauffolgende Filtrierung, gelangten 
wir in einfacher Weise zu einer hellen und klaren Nahr- 
fliissigkeit, die bloB noch mit Kochsalz im Verhaltnis von 5°,,, 
versetzt wurde; jede Zulage von Pepton oder anderen vitamin- 
haltigen Substanzen unterblieb selbstverstandlich. 

Auf diesem vitaminfreien Nihrboden gedichen die gewohn- 
lichen pathogenen Keime (Paratyphusbazillen, Eitererreger, Bac. 
bipolaris usw.), wenn auch nicht genau so wie auf den ge- 
wéhnlichen Nahrbéden, so doch vorziiglich; auch die Milzbrand- 
und Rotlaufimpfstoffe, welche uns am meisten interessierten, 
gingen auf denselben an und zeigten ein geniigendes Wachstum. 
Unsere Bestrebung, iiber Kulturen der Impfstoffe verfiigen zu 
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kénnen, die auf vitaminfreien Nahrbéden gewachsen waren, 
war mithin von Erfolg gekrént worden. Wir schritten nun- 
mehr dazu, die Virulenz der auf solchen Nahrbéden gewach- ae 
senen Keime mit den auf gewéhnlichen vitaminhaltigen Nahr- ae 
béden geztichteten zu vergleichen. Unsere Erwartung, daB in he 
den vitaminfreien Nahrbéden eine Virulentierung erfolgte, fand 
in der Tat ihre experimentelle Bestitigung. Dieselbe Dosis, 
welche auf vitaminhaltigen Nahrbéden gewachsen sich als un- 
schidlich fiir gesunde Tauben erwiesen hatte, liste sofort eine 
schwere Infektion aus, wenn sie von dem in der polierten Reis- 
aufkochung geziichteten Impfstoffe stammte: schon anderthalb 
Dosis fiir Milzbrand und die zweifache Dosis bei Rotlauf, 
welche, beide, solange sie von gewdhnlichen, Nahrbéden her- 
riihrten, sich fiir gesunde Tauben avirulent erwiesen hatten, 
erwiesen sich jetzt, wo sie von der Kultur, die in der polierten 
Nahrfliissigkeit angelegt worden war, stammten, virulent und | 
letal. aie 

Das verschiedene Verhalten laBt sich nicht durch ein iip- 
pigeres Wachstum in der aus poliertem Reis gewonnenen Nahr- 
fliissigkeit erkliren: diese Deutung, die der Avitaminose jene 
wachstumfoérdernde Rolle zuerkennen wiirde, welche bisher den 
Vitaminen zugesprochen wurde, trifft nicht zu, weil keine quan- 
titativen Unterschiede zugunsten der Kulturen auf vitaminfreien 
Nahrbéden bestehen. Es sprechen aber noch andere Tat- 
sachen fiir die Richtigkeit unserer Annahme, daB eine Viru- 
lentierung statthat. Wie polierter vitaminfreier Reis einen 
virulenzerhéhenden Niahrboden liefert, so ware zu erwarten, 
da8 die Virulenzsteigerung in der aus vitaminreicher Reiskleie 
bereiteten Nahrfliissigkeit unterbleiben, ja, daB ein geringer 
Zusatz der letzteren zu dem ersteren die Virulentierungs- 
fahigkeit beseitigen sollte. 

Die in diesem Sinne angestellten Versuche entsprachen 
denn auch unserer Erwartung. In der Reiskleienthrfliissigkeit, 
die in derselben Weise wie die Nahrfliissigkeit aus poliertem 
Reis hergestellt worden war, fand vielleicht ein etwas schwi- 
cheres Wachstum statt, die Kulturen der abgeschwiachten 
Stimme gingen jedoch anstandslos an, ohne daf eine Viru- 
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lentierung erfolgte: dieselben Dosen, welche, auf poliertem Reis 
gewachsen, normale Tauben tédlich zu infizieren vermochten, 
lésten, wenn sie von Reiskleienihrbéden stammten, keine 
Krankheitserscheinungen aus. Es geniigt, wie wir voraus- 
gesehen hatten, der aus poliertem Reis hergestellten Nihr- 
fliissigkeit wenige Tropfen des Reiskleienihrbodens zuzufiigen, 
um der ersteren ihr Virulenzsteigerungsvermégen zu benehmen: 
dieselben Dosen, welche, auf poliertem Reis gewachsen, bei 
normalen Tauben eine tédliche Infektion hervorriefen, waren 
ganz unschidlich, wenn vor der Kinsaat die Niahrfliissigkeit 
aus poliertem Reis auch bloS mit Spuren von Reiskleiendhr- 
boden versetzt wurde. 

Alle diese untereinander iibereinstimmenden Befunde lassen 
sich aufs einfachste durch die von uns vertretene Auffassung 
erkliren: insbesondere der Parallelismus zwischen dem Hergang 
in vitro und in vivo spricht meines Erachtens nach fiir die 
Richtigkeit unserer Annahme und beweist, daB unsere Deutung 
den Kernpunkt erfaBt hatte. 

Ks kommen auch Falle vor, wo die Virulenzerhéhung in 
vitro besser gelingt als in vivo, so z. B. bei Hiihnercholera. 
Wie bekannt, wird als Impfstoff gegen die Infektion mit Ba- 
cillus bipolaris avisepticus in groBem MaBstabe eine fiir Tauben 
avirulente Kultur (Stamm Manninger) verwendet. Auf diesen 
Stamm haben wir unseren Virulentierungsapparat in vivo und 
in vitro einwirken lassen: in vivo konnten wir bloB eine ge- 
ringe Virulenzsteigerung erzielen, die nicht ausreichte, bei 
normalen Tauben eine tédliche Infektion auszulésen. Durch 
wiederholte abwechselnde Passagen von der aus poliertem Reis 
hergestellten Nihrfliissigkeit auf mit Serum versetzten Agar 
(und umgekehrt), lieB sich die Virulentierung schnell so weit 
bringen, daB der Stamm zuletzt bei normalen Tauben eine 
tédlich verlaufende Infektion zu erzeugen vermochte. 

Dieses Beispiel zeigt, da& durch unsere Versuche nicht 
bloB unsere Auffassung bestiitigt, sondern auch eine ein- 
tache Methode zu ihrer praktischen Verwertung ausgearbeitet 
worden ist. Vorversuche, die zur Orientierung iiber die Trag- 
weite der Methode ausgefiihrt wurden, deuten darauf hin, daf 
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dieselbe auch bei Infektionen sowohl mit anaeroben Keimen 
als mit filtrierbaren Virusarten Anwendung finden kann. 

Wie kommt die von uns entdeckte Virulenzsteigerung zu- 
stande? Soweit wir die Sachlage zu iibersehen in der Lage 
sind, scheint eine toxische Wirkung des polierten Reises nicht 
in Betracht zu kommen, da die Niahrflissigkeit normalen 
‘fauben schadlos eingespritzt werden kann. Das bei der Viru- 
lentierung wirksame Agens (das Exaltin) ist derzeit Gegenstand 
eines genaueren Studiums, aus dem seine Dialysierbarkeit und 
Zugehorigkeit zu den Krystalloiden hervorgeht. 

Gegeniiber der alten Richtung, welche die Vitamine in 
den Mittelpunkt des ganzen Problems stellte, hat unser Be- 
streben, die Avitaminose in den Vordergrund zu riicken, mithin 
greifbarere Ergebnisse gezeitigt, die wohl zu einer Nach- 
prifung des von uns gesammelten Tatsachenmaterials auf- 
fordern diirften. Die von meiner Schule zu der Frage iiber 
die Rolle der Avitaminose gelieferten Beitrige selbst, lassen 
sich in folgenden SchluBsitzen zusammenfassen: 

1. Sowohl im vitaminverarmten Tierkérper als in vitamin- 
freien Na&hrbéden erfahren abgeschwichte pathogene Mikro- 
organismen eine Virulenzsteigerung, so daB sie eine fiir den 
normalen Organismus tédliche Infektion hervorzurufen im- 
stande sind. 

2. Eine solche Virulenzsteigerung findet weder im nor- 
malen Organismus, noch in vitaminhaltigen Nahrbdéden statt; 
sie unterbleibt auch in vitaminfreien Nahrbéden, wenn blof 
Spuren von Vitamin in dieselben gelangen. 

3. Das wirksame Agens (Exaltin) scheint eine dialysier- 
bare krystalloide Substanz zu sein. 


Hygienisches Institut der Tierirztlichen Hochschule an 
der K. Universitit in Modena, Mai 1923. 





Eiwei®i und Natrium- und Kaliumionen. 
Von* 


W. E. Ringer. 


(Laboratorium fiir physiologische Chemie, Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Mai 1923.) 


Bei Reaktionen an der sauren Seite des isoelektrischen 
Punktes binden Eiwei8stoffe H-lonen und bei stiirkerem Siaure- 
grade sehr betriichtlich. Bei alkalischen Reaktionen werden 
OH-Ionen je nach Umstiinden mehr oder weniger festgelegt. 
Uber diese Bindungen der Wasserstoff- oder Hydroxylionen 
an Kiwei8 sind wir gut unterrichtet, weil wir die Konzentration 
dieser Ionen mittels der Wasserstoffelektrode leicht und genau 
messen kénnen. Weniger sicher sind unsere Kenntnisse vom 
Verhalten der Eiwei8stoffe gegeniiber anderen Ionen. Indessen 
haben verschiedene Forscher mit verschiedenen Methoden auch 
dieses Verhalten studiert. So fanden Liebermann und Bu- 
garszky*), daB beim Zusammenbringen von EiweiB mit Salz- 
siure auch Chlorionen mehr oder weniger gebunden werden. 
Das wiirde nicht der Fall sein, wenn statt Salzsiure Natrium- 
chlorid zum Eiwei’ gegeben wiirde, obgleich Manabe und 
Matula?) auch in diesem Falle eine kleine Bindung von Chlor- 
ionen zu finden glaubten. Michaelis und Rona’) verwendeten 
die Kompensationsdialyse zur Untersuchung des Verhaltens 
der Serumeiwei8stoffe gegeniiber den Salzionen und schlossen, 
daB sicherlich der gréBte Teil der Natrium- und Kaliumionen 


frei sei, aber Rona und Gyérgy*) meinten, ebenfalls aui 


Grund von Resultaten mittels des Dialyseverfahrens erhalten, 
daB etwa 15 °/, des Natriums nicht diffundiere und also an 
KiweiB gebunden sei. Mittels der Ultrafiltration bei verhiltnis- 





1) Pfliigers Arch. Bd. 72, S. 51 (1898). 
”) Biochem. Zs. Bd. 52, 8. 369 (1913). 
3) Biochem. Zs. Bd. 14, 8. 476 (1908). 
4) Biochem. Zs. Bd. 56, S. 416 (1913). 
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miiBig miedrigem Drucke kam Cushny!?) zum SchluB, daB die 
Klektrolyte, mit Ausnahme von Calcium und Magnesium, nicht 
gebunden im Serum anwesend sind. Was das Calcium betrifft, 
so scheint hier die Sache etwas anders zu liegen. Wie ge- 
sagt, fand Cushny fiir dieses Kation eine Bindung an Eiweif 
und zwar zu etwa 30 oder 40°/, und ebenso fanden Rona 
und Takahashi?) mittels der Dialyse eine merkliche Bindung 
des Calciumions. Nach Richter-Quittner*’) wiirde sogar 
der gréBte Teil des Calciums bei der Ultrafiltration nicht fil- 
trierbar sein. In letzter Zeit hat B. S. Neuhausen‘) zur 
Lésung dieser wichtigen Frage von der Elektrolytbindung an 
KiweiB die Amalgamelektrode von Lewis und Krauss) ver- 
wendet, nachdem er zuerst die Zuverliissigkeit dieser Elektrode 
fiir diesen Zweck studiert hat. Er kommt dabei zum Schlub, 
daB die Amalgamelektrode fiir die Messung der Konzentration 
der Natrium-, Kalium- und Calciumionen unter den Verhilt- 
nissen, wie sie im Blut bestehen, sehr gut zu gebrauchen ist. 
Die relativ kleinen Konzentrationen von Kalium- und Calcium- 
ionen stéren die Natriumamalgamelektrode nicht merklich. 
Neuhausen und Marshall schlieBen aus ihren Messungen 
mit den Natrium- und Calciumelektroden, sowie der Silber- 
Silberchloridelektrode, da& die Natrium- und Chlorionen nicht 
vom Eiwei8 (von Serum oder defibriniertem Blut) gebunden 
sind und also dieselben Konzentrationen wie in rein waBrigen 
Lisungen von Natriumchlorid und Natriumhydrocarbonat 
derselben Konzentration wie im Blut haben. Vom Calcium ist 
aber nur etwa 10°/, in freien Ionen anwesend. Diese 
ganz neue Methode hat also Resultate ergeben, welche mit 
denen von anderen Methoden im allgemeinen ibereinstimmen. 
Diese elektrometrische Methode hat viel verlockendes, und ich 
habe mit Natrium- und Kaliumamalgamelektroden einige Mes- 


) Jl. of Physiol. Bd. 53, S. 391 (1920). 

*) Biochem. Zs. Bd. 31, S. 336 (1911). 

*) Biochem. Zs. Bd. 124, 8S. 106 (1921); Bd. 126, S. 97 (1922). 

*) The Journal of the American Chemical Society, Bd. 44, 8. 1445 
(1922). Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 435 (1922); u. Bd. 51 S. 365 (1922). 

°) The Journal of the American Chemical Society Bd. 32, S. 1459 
1910). 
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sungen angestellt, um der Frage von der HKiweiB- Natrium- 
oder Kaliumbindung noch etwas niher zu treten. Auch mit 
der Calciumamalgamelektrode habe ich viel gearbeitet, aber es 
gelang mir bis jetzt noch nicht, mit dieser Elektrode zuverliis- 
sige Resultate zu erhalten. Die Potentialdifferenz Losung- 
Calciumamalgam zeigte sich sehr erheblich von der Ausstri- 
mungsschnelligkeit des Amalgams abhingig. Aber mit Natrium- 
und Kaliumamalgam kann man leicht sehr konstante und zu- 
verlissige Ablesungen der Potentialdifferenz bekommen. Dabei 
zeigte sich, daB die N ernstsche Gleichung zwischen ziemlich weiten 
(Srenzen verwendet werden kann. Ich lasse hier zwei Tabellen 
folgen, welche die Resultate der Messungen mit Liésungen von 
reinem Natrium- und Kaliumchlorid geben. Das Amalgam 
strémte aus einer sehr feinen Offnung in auBerst feinen Tropt- 
chen fortwihrend in die Fliissigkeit. Die Lésung war mittels 
gesittigter Kaliumchloridlésung mit dern-Kaliumchlorid-Kalomel- 
Quecksilberelektrode verbunden. Die Amalgame wurden unter 
trockenem Wasserstoff gehalten. 


Tabelle 1. 


Messung der Natriumionenkonzentration in reinen Natriumchloridlésungen 
mittels der Natriumamalgamelektrode. 18°. Amalgam mit 0,233 °/, 














Natrium. 
Natriumchlorid | Potentialdifferenz Konzentration der Na-Ionen 
Normalitit Lésung-Amalgam re | Aus — 

erechnet 
0,1000 1,6507 0,0841 | 0,0841 
0,0500 1,6672 0,0436 | 0,0439 
0,0250 1,6821 0,0240 | 0,0227 
0,0250 1,6826 0,0236 | 0,0227 
0,0125 1,6967 0,0134 | 0,0116 
0,0100 1,7005 0,0115 0,0094 
0,0100 1,7018 0,0110 0,0094 
0,0075 1,7057 0,0094 0,0071 
0,0050 1,7118 0,0073 0,0048 
0,0050 1,7145 0,0066 0,0048 
0,0035 1,7177 0,0058 0,0034 
0,0020 1,7214 0,0050 | 0,0019 
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“2 Ber.: Potentialdifferenz Lésung-Amalgam = A = 0,05768 log 








it Cy,” 
. *s M4 - > kK Kk 
‘SS § Fir 0,1n. Natriumchlorid A = 0,05768 log = 0,05768 log —-—— 
| 0 0,0844 
S- ; 
z “ ~ 1,5887 —A 
Ta q = s e == ol = 
, 1,6507-log K = 27,5443-log Cy, 0,05768 


Fiir die Berechnung der Konstante K ist also der Wert 
mit 0,1 n. Natriumchloridlésung erhalten, verwendet. Man sieht, 
daB die Cy, fiir die verdiinnten Liésungen etwas zu hoch ge- 
“! — funden wird, der Fehler ist héchstens etwa 0,003. 

Das Natriumamalgam zersetzt sich so langsam, daB man 
ebenso gute Resultate mit nicht strémendem Amalgam erhilt. 

Folgende Tabelle 2 gibt die Resultate der Messungen mit 
reinen Kaliumchloridlésungen und der Kaliumamalgamelektrode. 














ad Das Amalgam flieBt in aiuBerst kleinen Trépfchen fortwihrend 
“ ab, es wird unter Wasserstoff gehalten. 
Lel- 
iter Tabelle 2. 
Messung der Kaliumionenkonzentration in reinen Kaliumchloridlésungen 
mittels der Kaliumamalgamelektrode. 18°. Amalgam mit 0,361 °/, 
Kalium. 
igen 7 mean ae, beta mes 
iP Kaliumehlorid | Potentialdifferenz Konzentration der K-Ionen 
Normalitiit Lésung-Amalgam a Aus Leitfihigkeit 
perme | berechnet 
4 0,5000 1,6422 0,3821 0,394 
keit 0,4000 1,6471 0,3142 0,321 
a 0,3000 1,6533 0,2453 0,245 
age 0,3000 1,6547 , 0,2453 0,245 
0,2000 1,6639 0,1699 0,166 
0.1000 1,6794 0,0915 0,086 
0,0600 1,6914 0,0567 0,058 
0,0200 1,7157 0,0215 0,018 
0,0100 1,7315 0,0114 0,009 
0,0050 1,7461 | 0,0064 0,005 
0,0025 1,7551 0,0045 ! 0,0024 








Die Messungen sind an zwei Tagen angestellt. Jedesmal 
ist die Messung mit 0,3n. Kaliumchlorid zur Berechnung der 
Konstante verwendet. Wie man sieht, sind auch mit der 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CX XX. 18 
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Kaliumamalgamelektrode in reinen Kaliumsalzlésungen die 
Kaliumionenaktivititen mit geniigender Genauigkeit zu be- 
stimmen. Ich habe sodann den EinfluB von gleichzeitig an- 
wesenden anderen Kationen untersucht. Neuhausen gibt an, 
daB ein solcher EinfluB besteht; so erniedrigen nach ihm 
Kaliumsalze das Potential der Natriumamalgamelektrode, stirker 
noch Ammoniumsalze, sehr wenig Calciumsalze. Ein solcher 
EinfluB von fremden Salzen kann aus der Auswechslung der 
fremden Kationen mit dem Amalgam hervorgehen; weiter 
kénnen die fremden Anionen die Konzentration der Ionen in 
der Lésung herabsetzen und schlieBlich kénnen die fremden 
Salze die betreffenden Ionen aktivieren und so eine Vergréfe- 
rung der Konzentration dieser Ionen hervortiiuschen. Ich habe 
nun den HinfluB von den physiologisch wichtigen Ionen des 
Kaliums, Calciums und Magnesiums auf die Potentialdifferenz 
Lésung-Natriumamalgam fiir einige Konzentrationen festzustellen 


versucht. 
Folgende Tabelle 3 gibt die Resultate der Messungen. 


Tabelle 3. 


Messung der Natriumionenkonzentration in Lésungen von 0,1 n-Natrium- 
chlorid und anderen Salzen. FlieBendes Amalgam, 0,233°/, Natrium. 
Temperatur 18°. 











Natrium- | Anderes Salz P otential- | Konzentration d. Natriumionen 
: naa differenz 
chlorid Normalitit Léeung- Berechnet aus 
Normalitét} dquivalent Amalgam Gefanden Leitfahigkeit 
0,1 kein 1,6475 0,0844 0,0844 
0,1 KCl 0,0350 1,6433 0,0999 0,0819 
0,1 CaCl, 0,0351 1,6504 0,0753 0,0819. 
0,1 MgCl, 0,0180 1,6506 0,0742 0,0812. 
0,1 MgCl, 0,0361 1,6501 0,0762 0,0819 

















Bei der Berechnung aus der Leitfihigkeit ist die Disso- 
ziation des Natriumchlorids berechnet aus der Gesamtkonzen- 
tration von Natriumchlorid und anderem Salz. Kaliumchlorid 
hat also die Potentialdifferenz um 4 Millivolt erniedrigt, Cal- 
cium- und Magnesiumchlorid (mit der gleichen Chlorionen- 
konzentration als das Kaliumchlorid) um etwa 3 Millivolt 
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erhéht. Bei Anwesenheit von 0,035n. KCl wird also die 
Natriumionenkonzentration zu hoch, von CaCl, und MgCl, etwas 
zu niedrig gefunden. 

Folgende Tabelle 4 gibt die Resultate der Messungen mit 
der Kaliumamalgamelektrode in Lésungen von 0,1 n. Kalium- 
chlorid und anderen Salzen. 


Tabelle 4. 


Messung der Kaliumionenkonzentration in Lésungen von 0,1 n-Kalium- 
chlorid und anderen Salzen. FlieBendes Amalgam, 0,361 °/, Kalium. 
Temperatur 18°. 

















Kalium- Anderes Salz Potential- | Konzentration d. Kaliumionen 
a so acre differenz 
chlorid Normalitit Lésung- | Berechnet aus 
Normalitét} iiquivalent | Amalgam | Sefmden  y cittihiokeit 
0,1 kein 1,6773 0,0859 | 0,0861 
0,1 NaCl 0,025 1,6780 0,1020 |  — 0,0853 
0,1 NaCl 0,050 1,6692 0,1186 | 0,0845 
0,1 NaCl 0,075 1,6659 0,1353 | 0,0838 
0,1 CaCl, 0,025 1,6777 0,0845 0,0853 
0,1 CaCl, 0,050 1,6780 0,0835 0,0845 
0,1 CaCl, 0,075 1,6777 0,0845 0,0838 
0,1 MgCl, 0,0258 1,6777 0,0845 0,0853 
0,1 MgCl, 0,0516 1,6777 0,0845 | 0,0845 
0,1 MgCl, 0,0773 1,6780 0,0835 | 0,0838 











Man sieht, daB Natriumsalz einen groBen EinfluB hat auf 
die Potentialdifferenz Lésung-Kaliumamalgam, bei Anwesenheit 
von Natriumionen wird diese Differenz merklich erniedrigt und 
die Kaliumionenkonzentration also zu hoch vorgetiuscht. Aber 
Calcium- und Magnesiumionen stéren nicht. Dasselbe geht 
auch aus folgender Tabelle 5 hervor, in der die Resultate der 
Messungen mit 0,05n. Kaliumchloridlésung verzeichnet sind. 

Man sieht, da8 sogar eine zweimal gréBere Menge Cal- 
clum- oder Magnesiumsalz die Potentialdifferenz der Kalium- 
amalgamelektrode nicht oder kaum beeinfluBt. Aber Natrium 
stért sehr stark und es ist also nicht méglich, mittels der 
Kaliumamalgamelektrode die Kaliumionenkonzentration bei 


Gegenwart von merklichen Mengen Natriumsalz zu bestimmen. 
18* 











276 W.E. Ringer, 


Tabelle ‘5. 


Messung der Kaliumionenkonzentration in Lésungen von 0,05 n-Kalium- 
chlorid und anderen Salzen. FiieBendes Amalgam, 0,361 °/, Kalium. 
Temperatur 18°, 

















Kalium- Anderes Salz P otential- Konzentration d. Kaliumionen 
; aes differenz | 
chlorid Normalitiit Lésung- | Berechnet aus 
Normalitét | Aquivalent Amalgam Gefunden | Leitfahigkeit 
0,05 kein 1,6938 0,0444 | 0,0444 
0,05 NaCl 0,0100 1,6909 0,0499 0,0442 
0,05 NaCl 0,0250 1,6865 0,0595 0,0438 
0,05 NaCl 0,1000 1,6700 0.1149 | 0.0423 
0,05 CaCl, 0,0100 1,6938 0,0444 | 0,0442 
0,05 CaCl, 0,0250 1,6938 0,0444 0,0488 
0,05 CaCl, 0,1004 1,6940 0.0441 0,0423 
0,05 kein 1,6939 0,0444 0,0444 
0,05 MgCl, 0,0103 1,6932 0,0457 0,0442 
0,05 MgCl, 0,0258 1,6927 0,0466 | 0,0438 
0,05 MgCl, 0,1031 1,6641 0,0441 | 0,0422 











Wie gesagt, konnte ich mit der Calciumamalgamelektrode 
noch keine zuverlissigen Resultate erhalten, dieses Amalgam zer- 
setzt sehr schnell und die Potentialdifferenz zwischen Lésung und 
Amalgam ist denn auch so von der Ausstrémungsschnelligkeit 
abhingig, daB vergleichbare Messungen kaum miéglich scheinen. 

Ich habe aber mittels der Natrium- und der Kalium- 
amalgamelektrode das Verhalten von Natrium- und Kalium- 


salz gegeniiber Eiweib studiert und méchte hier einige der 


Resultate mitteilen und zwar die, die mit dialysiertem Pferde- 
serum erhalten sind, Dieses Serum hatte einen KiweiBgehalt 
von 4,14°/, und einen Aschegehalt von 0,01°/,. Ich habe 
auch bei durch NaOH alkalischer Reaktion nach einer mig- 
lichen Natriumionenbindung gesucht. Um das Verhalten von 
OH-lIonen gegeniiber der Amalgamelektrode zu studieren, wurden 
zuerst einige Messungen mit reinen Natriumhydroxydlésungen 
angestellt. Folgende Tabelle 6 gibt die Resultate. 

Fiir die Berechnung der Konstante ist die Messung mit 
0,202 n. Natriumhydroxyd verwendet. Man sieht, daB man 
auch in Lésungen von NaOH die Natriumionenaktivitaten 
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mittels der Natriumamalgamelektrode sehr wohl messen kann, 
daB aber die OH-Ionen einen EinfluB haben, denn berechnet 
man mittels der aus der Messung mit Natriumhydroxydlésung 
gefundenen Konstante die Na-Ionenkonzentration in Natrium- 
chloridlésung, so findet man eine etwas zu geringe Konzen- 
tration oder besser Aktivitit. 


Tabelle 6. 


Messung der Natriumionenkonzentration in Lésungen von Natrium- 
ch al FlieBendes Amalgam, 0,340 °/, Na. Temperatur 18°. 














—— Konzentration d. Natriumionen 
Elektrolyt eg | Aus Leitfahigkeit 
Amalgam Gefanden berechnet 
NaCl 0,10 normal 1,6700 0, 0786 | 0,0844 
NaOH 0,253, 1,6434 0,227 0,2176 
NaOH 0,253 __s,, 1,6429 0,232 | 0,2176 
NaOH 0,202 __,, 1,6497 0,177 | 0,177 
NaOH 0,101 ,, 1,6687 0,090 | 0,091 
NaOH 0,051 __,, 1,6815 0,050 | 0,046 
NaOH 0,010 __,, 1,7156 0,013 0,010 


Folgende ‘l'abelle enthalt die Resultate ~ Messungen in 
Lisungen von Natriumchlorid, Natriumhydroxyd und Pferdeserum. 


Tabelle 7. 


Messung der Natriumionenkonzentration in Lésungen von Natrium- 
chlorid und Natriumhydroxyd mit und ohne dialysiertem Pferdeserum. 
FlieBendes cee 0,233 °/, Na. Temperatur 18°. 








- Potential- Konzentr. d. Natriumionen 





Elektrolyt Lam Aus Leitfihig- 
Amalgam Gefunden keit berechnet 
NaCl 02m... 1,6535 0,1613 | 0,1613 
NaCl 0,2 n. mit 8, 31 o/, RiweiB can 0,170 — 
NaCl 01m... 1,6100 0,0845 | © 0,0845 
NaCl 0,1 n. mit 2,07 0 ‘ Riweif are, 0,0886 | — 


NaCl C2eee- . « «8 we @ 1,6254 — | — 
NaOH 0,0505n.. . . 1,6188 0,0462 0,0462 
NaCl 0,050 n.+ NaOH 0 0505 n.]  1,6059 0,0774 0,0903 
NaOH 0,0505n. m. 2,07 °/, EiweiB] 11,6222 0,0404 — 
NaCl 0,05 n. + NaOH 0,0505 n. 
mit 2,07°/, EiweiB . . . .| 1,6072 0,0735 | _ 


ae 
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Fir die Berechnung der Natriumionenkonzentration in den 
alkalischen Lésungen laBt sich die Messung mit 0,05n. NaC! 
nicht gut verwenden, ich habe dazu die Messung mit NaOH 
0,0505 n. fiir die Berechnung der Konstante gewihlt. 

Die Zersetzung des Amalgams schien in den eiweiBhaltigen 
Lésungen etwas schneller vor sich zu gehen. Vielleicht er- 
klart diese etwas lebhaftere Zersetzung die etwas griBere 
Natriumionenkonzentration, die in den Natriumchlorideiweif- 
lésungen gefunden wurde, obgleich das hinzugegebene Serum 
nicht ganz salz- und also natriumfrei war. Jedenfalls sieht 
man, daB bei neutraler Reaktion, wobei das SerumeiweiB also 
nicht oder nur sehr wenig negativ geladen ist, von einer 
Natriumionenbindung nicht die Rede ist. In den alkalischen 
Lésungen scheint aber das Eiweif ein wenig Natrium gebunden 
zu haben. Die Natriumionenkonzentration der 0,0505 n. NaOH- 
Lésung ist durch das EiweiB von 0,0462 auf 0,0404 gesunken 
und in der daneben noch 0,05n. NaCl enthaltenden Liésung 
hat das EiweiB gleichfalls die Natriumionenkonzentration etwas 
herabgedriickt (von 0,0774 bis 0,0735). 

Folgende Tabelle enthilt einige weitere Beobachtungen in 
alkalischen Lésungen. 


Tabelle 8. 


Messung der Natriumionenkonzentration in Lésungen von Natriumchlorid 
und Natriumhydroxyd mit und ohne dialysiertem Pferdeserum. FlieBendes 


Amalgam, 0,233°/, Na. Temperatur 18°. 




















Elektrolyt ‘ Potential-| Konzent d. Na-Ionen 
NaOH) NaCl | a | pa | p C er a iy 
os weib ‘ a ” naa’ Gefunden coed 
Normalitiit Amalgam fihigkeit 
0,0202 | kein | kein 12,382] 1,812 | 0,0154 1,6790 | 0,0188 0,0188 
0,0202 0,0400 » _|12,880] 1,814 | 0,0153 1,6586 | 0,0525 0.0525 
0,0202 0,1000] ,, 12,358] 1,836 | 0,0146 1,6428 | 0,1003 0,1005 
0,0202 0,1600] ,, 12,344] 1,850 | 0,0141 1,6342 | 0,1466 0,1466 
0,0202 | kein |3,31°/,[11,040] 3,154 |0,000702 | 1,6749 | 0.0222 0,0188 
0,0202 |0,0400 |3,31 °/.]10,937 | 3,257 | 0,000554 | 1,6613 | 0,0472 0,0525 
0,0202 0,1000 ]3,31 °/,]10,865 | 3,329 | 0,000469 1,6448 0,0926 0,1005 
0,0202 |0,1600 |3,31 °/,]10,807 | 3,387 | 0,000410 | 1,6852 | 0,1409 | 0,1465 























Die Konstanten der vier ersten Messungen wurden mittels 


der berechneten Natriumionenkonzentration ermittelt. 


Mit 
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diesen Konstanten wurden dann die vier letzten Messungen 
Man sieht auch hier, wenigstens in den letzten 
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drei Lésungen, eine, allerdings geringe, Bindung der Natrium- 
ionen an das negativ geladene KiweiB. 

Zum Schlu8 seien dann noch einige Messungen mit der 
Kaliumamalgamelektrode in eiweiBhaltigen Fliissigkeiten mit- 


geteilt. 


Auch hier habe ich wieder bei neutraler sowie bei 


alkalischer Reaktion den EKinfluB des KiweiBes auf die Kalium- 
ionenkonzentration festzustellen getrachtet. Folgende Tabelle 9 


enthalt die Resultate dieser Messungen. 


Auch das Kalium- 


amalgam schien bei Gegenwart von EHiwei8 etwas rascher zer- 


setzt zu werden. 


Daher kommt es wahrscheinlich, daB die 


Potentialdifferenz Lésung-Amalgam in den eiweiBhaltigen Fliissig- 
keiten sich rasch andert und zwar abnimmt, was sich aus einer 
Zunahme der Kaliumionenkonzentration erkliren laBt. 


Tabelle 9. 


Messung der Kaliumionenkonzentration in Lésungen von Kaliumchlorid und 


Kaliumhydroxyd mit und ohne dialysiertem Pferdeserum. FlieBendes 


Amalgam, 0,346 °/, K. Temperatur 18°. 





KOH | KCl 

















| Ei- 
Normalitat | weiB Pa 
kein | 0,20 | kein — 
» ies 4 — 
» | 0,20 [3,819/,) — 
» | 0,10 13,819, — 
‘ 0,10 | kein _- 
0,01 | 0,04 9 $12,017 
0,01 | 0,04 |3,31°/,] 8,544 
kein | 0,10 | kein — 
0,01 | 0,10 | ,, 412,019 
0,01 | 0,10 13,31°%/5] 8,837 
0,01 | 0,16 | kein ]11,967 
0,01 | 0,16 |3,81°/,| 8,881 
0,01 | kein | kein [12,078 
0,01 | 4, 13,81) 8,366 

Man sieht, 


kein Kalium gebunden hat. 








Pou 


2,177 
5,650 
2,175 
5,537 
2,227 
5,318 
2,458 
5,828 





Potential-| Konzentr. d. K-Ionen 




















Con Clem | Ber. a. Leit- 
Amalgam ane fihigkeit 
~ 1,6637 ) | 0,1659 | 0,1659 
_ 1,6774 | 0,0960 | 0,0861 
— nia 0,1819 | 0,1659 
wit 1,6754/ | 0,1040 | 0,0861 
a 1,6786 ) | 0,0862 | 0,0861 
0,0067 1,6951$ | 0,0446 | 0,0440 
2,24x10—] 1,6931} | 0,0483 | 0,0440 
a 1,6775 ) | 0,0862 | 0,0861 
0,0067 1,6755] | 0,0934 | 0,0939 
4,39x10—*] 1,6753;7 | 0,0941 | 0,0939 
0,0059 1,6657| | 0,1381 | 0,1422 
4,87x10—*| 1,6659} | 0,1370 | 0,1422 
0,0077 1,7258 0,0090 | 0,0090 
1,49x10—*| 1,7247) | 0,0094 | 0,0090 





daB bei neutraler Reaktion das EiweiB sicher 
Aber auch bei alkalischer Reak- 
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tion, die hier allerdings nicht so stark alkalisch ist als bei 
den Messungen mit der Natriumamalgamelektrode ist keine 
Bindung von Kaliumionen zu spiiren. Eine sehr kleine Bin- 
dung wiirde noch méglich sein, indem man bedenkt, daB das 
Amalgam in den eiweiBhaltigen Fliissigkeiten ziemlich rasch 
zersetzt, wobei also die Kaliumionenkonzentration sich ver- 
groéBert. Ich habe aber die Messungen so schnell wie méglich 
ausgefiihrt, so daB eine VergréBerung dieser Konzentration 
durch Amalgamzersetzung kaum stattgefunden haben kann. 
Man sieht in Tabelle 8 und 9, daB die OH-Ionen fast 
ganz vom EiweiB gebunden sind. Eine entsprechende Anzahl 
von negativen Ladungen ist also vom Ejiweif iibernommen. 
Bei den gréBeren OH-Ionenkonzentrationen (Tabelle 8) 
werden die OH-Ionen auch noch zu etwa 95 °/, gebunden, aber 
dabei scheint dann das stark negativ geladene Hiwei® ein 
wenig Natrium zu binden. In den drei letzten Lésungen der 
Tabelle 8 betriigt diese Bindung etwa 10, 8 und 4 °/, der 
Natriumionen, die absoluten Mengen sind sehr wenig ver- 
schieden. Aber wie gesagt, die Genauigkeit dieser Zahlen ist 
wohl keine sehr groBe. Aber das geht doch auch wieder aus 
diesen Messungen hervor, daB EKiwei8 bei neutraler und sogar 
bei stark alkalischer Reaktion der Lésungen die Alkalimetalle 
Natrium und Kalium nicht oder kaum bindet. 


Zusammenfassung. 


Die Natrium- bzw. Kaliumamalgamelektrode laB8t sich zur 
Bestimmung der Natrium- bzw. Kaliumionenaktivitét in reinen 
Lésungen von Natrium- bzw. Kaliumsalzen sehr gut verwenden. 
Die Anionen haben dabei einen kleinen EinfluB auf die Potential- 
differenz Lésung-Amalgam. 

Die Potentialdifferenz Liésung-Amalgam von der Natrium- 
amalgamelektrode in Natriumsalzlésung wird von Kaliumsalz 
sehr stark beeinfluBt. Ebenso die Potentialdifferenz der Kalium- 
amalgamelektrode von Natriumsalz. Der Einflu8 von Calcium- 
und Magnesiumsalzen auf diese Amalgamelektroden ist sehr 
gering. Eiweiflésungen binden bei neutraler und sogar bei stark 
alkalischer Reaktion nicht oder kaum Natrium oder Kaliumionen. 
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Uber die peroxydatische Wirkung der Oxyhamoglobine. 
Von 
Richard Willstitter und Adolf Pollinger. 
Mit 4 Figuren im Text. 


[Vierte Abhandlung?) tiber Peroxydase.] 


Aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen.) 


Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1923, 


Theoretischer Teil. 

Die Fahigkeit des Haimoglobins und seiner Abkémmlinge, 
peroxydatischen Sauerstoff zu iibertragen, ist viel untersucht 
und wird sehr hiufig zum klinischen und forensen Blutnach- 
weis angewandt. Aber das Verhialtnis des Blutfarbstoffs zu 
den peroxydatischen Enzymen, besonders zu der genauer unter- 
suchten pflanzlichen Peroxydase, ist zweifelhaft, da man die 
peroxydatische Wirkung des Hiimoglobins in quantitativer Be- 
ziehung nicht geniigend gepriift hat. Die Abhangigkeit der 
Oxyhimoglobinwirkung von der Konzentration des peroxyda- 
tischen Sauerstoffs wurde nicht gemessen. Auch ist nichts 
dariiber bekannt, ob die Oxyhimoglobine verschiedener Tier- 
arten in der peroxydatischen Wirkung iibereinstimmen. End- 
lich gilt es als zweifelhaft, ob auBer dem Blutfarbstoff ein be- 
sonderes peroxydatisches Enzym im Blute existiert. 

Wahrend EK. v. Czyhlarz und O. v. Firth’) auf Grund 
ihrer mit der Malachitgriinmethode ausgefiihrten Untersuchung 





1) R. Willstitter und A. Stoll, I. Abhandl.: Liebigs Ann. ad. 
Chem. Bd. 416, 21 (1917/18). R. Willstaitter, If. Abhandl. ebenda 
Bd. 422, 8. 7 (1920/21). R. Willstitter und A. Pollinger, III. Ab- 
handlung ebenda Bd. 430, S. 269 (1922/23). 

*) Hofmeisters Beitrige Bd. 10, 8. 358 (1907); O. v. Fiirth, Pro- 
bleme der physiologischen und pathologischen Chemie, Leipzig, Bd. 2 
S. 526—5382 (1912/13). 





282 Richard Willstatter und Adolf Pollinger, 


des Haimatins grundsitzliche Verschiedenheit ,,der peroxydase- 
ihnlichen Wirkung des Blutfarbstoffs“ von der Fermentnatur der 
Peroxydasen annehmen, haben J. Wolff und E. de Stoecklin') 
in einer eingehenden, wichtigen Untersuchung ,,L’oxyhémoglobine 
peut-elle fonctionner comme peroxydase?“ gezeigt, daB sich 
Oxyhimoglobin gegen Hydroperoxyd mit Jodkalium und anderen 
Substraten wie eine sehr wirksame Peroxydase verhalte und 
in seiner Wirkung mit pflanzlicher Peroxydase iibereinstimme. 
Dieser Betrachtung haben sich R. Willstatter und A. Stoll’ 
auf Grund vergleichender Versuche mit Hydroperoxyd + Pyro- 
gallol angeschlossen. Indessen machten sie auf einen noch 
nicht beachteten Unterschied zwischen dem Blutfarbstoff und 
pflanzlicher Peroxydase aufmerksam: ,,Das Oxyhimoglobin unter- 
scheidet sich in der GréSenordnung seiner peroxydatischen 
Wirksamkeit von dem Enzym, es wirkt verhaltnismaiBig schwach.“ 
Auf diesen Unterschied waren J. Wolff und E. de Stoecklin 
wohl nicht aufmerksam geworden, da ihnen nur ungiinstige 
Priparate von Peroxydase zur Verfiigung standen. Es sind 
nur wenige Versuche mit Oxyhimoglobin, die Willstitter 
und Stoll ausfiihrten und zwar mit getrockneten und dadurch 
denaturierten Priparaten des Blutfarbstoffs. Unsere Messungen 
mit reinen, frisch dargestellten Oxyhimoglobinpriparaten ver- 
volistindigen diesen quantitativen Vergleich und versprechen 
auch die Frage zu kliren, ob ein besonderes peroxydatisches 
Enzym das Oxyhimoglobin im Blute begleitet. 

Diese Annahme ist vor kurzem in einer Abhandlung 
»Uber die Fermentzahlen des Blutes‘ von A. Bach und 
S. Zubkowa‘’) ausgesprochen und mit einigen quantitativen 
Versuchen gestiitzt worden. A. Bach und 8S. Zubkowa nennen 
die Beobachtung, daB die oxydierende Wirkung des Hydro- 
peroxyds ebenso durch gekochtes, wie durch frisches Blut be- 
schleunigt werde, ein Hauptargument gegen die Annahme eines 
peroxydatischen Enzyms im Blute. Diese Beobachtung halten 





1) Compt. rend. Bd. 151, &. 483 (1910); Ann. de l'Institut Pasteur 
Rd. 25, S. 313 (1911). 

*) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 416, 8.21 und zwar S. 62 (1917/18). 

5) Biochem. Zs. Bd. 125, S. 283 (1921/22). 
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sie aber nur insofern fir richtig, als ,,tatsichlich unverdiinntes 


ler = Blut nach Erhitzen zum Kochen seinen beschleunigenden Kin- 
a) — fluB auf die H,O,-Wirkung beibehilt. Wird aber das Blut 
ne | ,auf das 1000fache verdiinnt, so wirkt es noch beschleunigend 
ch — in frischem Zustande, und wird dagegen vdllig inaktiv nach 
en : Aufkochen: Die Peroxydasefunktion bleibt bestehen, wenn die 
nd § Himoglobinfunktion bereits versagt. Diese Erscheinung erklirt 
ne. sich dadurch, daB die Peroxydase ein bei weitem empfind- 
‘. §  jicherer Katalysator ist als das Himoglobin. Wiéahrend also 
ro- [F im unverdiinnten Blute die Peroxydasereaktion durch die 
ch —  Hamoglobinreaktion verdeckt wird, tritt in verdiinntem Blute 
nd — die Peroxydase allein zum Vorschein und laBt sich quantitativ 
er- § — bestimmen. 
en FF Diese Ausfiithrungen sind nicht stichhaltig. Vergleicht 
bh. [man die peroxydatische Wirkung einer Oxyhimoglobinlésung 
in — in frischem Zustand und nach kurzem Aufkochen, so findet 
ige F. man sie namlich nicht unverindert, sondern beispielsweise auf 
nd e ein Achtel vermindert. Wird nun das Blut oder die Lisung 
er — yon reinem Oxyhimoglobin sehr stark verdiinnt, so kann die 
ch — — peroxydatische Wirkung noch zum Nachweis hinreichen, aber 
en & nicht mehr nach der Schwichung durch Erhitzen. Es ist in 
er- unserer Untersuchung nicht méglich gewesen, irgendwelche 
en Ff Anhaltspunkte fiir das Vorkommen einer spezifischen Peroxy- 
les of dase neben dem Blutfarbstoff zu beobachten. Der Vergleich 
: der peroxydatischen Wirkung von reinem Oxyhaimoglobin mit 
Lg derselben Menge im Blute oder in der Blutkérperchenlésung 
nd — — wird allerdings durch den Katalasegehalt der letzteren gestért. 
en — Aber mit dem einmal krystallisierten Oxyhimoglobin, das noch 
en — etwas Katalase enthilt, stimmt das viermal krystallisierte 
ro- [  Praparat genau iiberein; in die Krystalle des Blutfarbstoffs 
pes fF ist also keine Peroxydase iibergegangen. Und stellen wir durch 
es ~— —vorsichtige Zersetzung der Erythrocytenlésung mit wenig Saure 
en of eine Lésung der Katalase (Hamase) dar, so findet sich darin 


keine Peroxydase. 

Die peroxydatische Wirkung des Oxyhimoglobins versuchen 
wir unter den fiir die Analyse der pflanzlichen Peroxydase ge- 
eigneten Bedingungen zu bestimmen, nimlich unter solchen 
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Verhaltnissen, daB die Peroxydase in der hydroperoxydhaltigen 
Lésung unversehrt bleibt. Bei dem geniigend groBen Uber- 
schu8 von Pyrogallol und Hydroperoxyd ist der Umsatz in der 
Zeiteinheit der Menge peroxydatischen Enzyms proportional. 
Mit 50mg H,O, und 5g Pyrogallol werden in 5 Minuten 
solche peroxydatische Wirkungen gemessen, daB vom Oxyda- 
tionsprodukt Purpurogallin 15—20 mg entstehen, entsprechend 
einem Verbrauche von 7—9 mg H,O,. Die Umstiinde sind so 
gewahlt, daB die vorkommenden Unterschiede im Verhiltnis 
zwischen Hydroperoxyd und dem zu bestimmenden Enzym 
das Ergebnis nicht beeinflussen. Die angefiihrte peroxyda- 
tische Leistung kommt 0,005 mg von einem unserer besten 
Priparate pflanzlicher Peroxydase zu. 

Wenn man unter diesen Bedingungen Oxyhimoglobin 
priift, so ergeben z. B. 100 mg Hb—O, aus Pferdeblut eine 
Ausbeute von 15 mg Purpurogallin. Zum Unterschied von der 
pflanzlichen Peroxydase zeigt sich aber eine auBerordentliche 
Abhiangigkeit der peroxydatischen Wirkung vom Verhiltnis 
zwischen Oxyhimoglobin- und Hydroperoxydmengen. Mit stei- 
gendem Hydroperoxyd nimmt die Menge des Oxydationspro- 
duktes in bedeutendem, wenn auch nicht in proportionalem 
Ma8 zu. Daher steigt die Purpurogallinmenge, bezogen aut 
1 mg Hb—O,, ebenso mit sinkender Konzentration des Oxy- 
himoglobins. Bei konstantem Hydroperoxyd ordnen sich die 
Werte fiir den tibertragenen peroxydischen Sauerstoff (Ausbeute 
an Purpurogallin) in eine Kurve (Fig. 2), die es umgekehrt er- 
moéglicht, die Oxyhimoglobinmenge aus dem gefundenen Pur- 
purogallin zu ermitteln. Einmal krystallisiertes und dfters 
umkrystallisiertes Oxyhimoglobin aus dem Blut einer bestimmten 
Tierart ergeben genau iibereinstimmende Werte. 

Das Verhiltnis von Hydroperoxyd zur Peroxydase wie 
zum Oxyhaimoglobin weist drei Bereiche auf. In einem Bereich, 
der allein bei den anzuwendenden grofen Mengen Oxyhimo- 
globin, das wenig peroxydatisch wirksam und andererseits 
gegeniiber Hydroperoxyd in gréBerer Konzentration empfindlich 
ist, praktisch in Betracht kommt, steigt die peroxydatische 
Wirkung mit der Konzentration des peroxydischen Sauerstofts. 
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In einem zweiten Bereich, der fiir die Analyse der Peroxydase 
gut gewahlt war, indert eine maBige Verschiebung des Ver- 
hiltnisses von Hydroperoxyd zur Peroxydase nichts an der 
Ausbeute von Oxydationsprodukt. In einem dritten Gebiet, 
in das man bei der pflanzlichen Peroxydase gelangt, wenn 
entweder die Substratkonzentration vermindert oder die Hydro- 
peroxydkonzentration wesentlich erhdht, z. B. verzehnfacht wird, 
wirkt das Hydroperoxyd auf die peroxydatische Reaktion hem- 
mend. In der ersten Abhandlung iiber Peroxydase von Will- 
stitter und Stoll ist die Verminderung der Oxydations- 
leistung iibereinstimmend mit Alteren Literaturangaben noch 
als eine Schidigung des Enzyms angesehen worden. Aber 
in einer demnichst zu verdffentlichenden Untersuchung von 
Rk. Willstatter und H. Weber wird gezeigt, daB die pflanz- 
liche Peroxydase bei gréferen Konzentrationen des Hydro- 
peroxyds unversehrt bleibt, aber mehr und mehr, schlieBlich 
quantitativ gehemmt wird. Es ist gelungen, durch Wegnahme 
des Hydroperoxyds die weitgehende Hemmung aufzuheben und 
die Peroxydase zum groBen Teil wiederzufinden. 

Beim Vergleich der Oxyhimoglobine einiger Tierarten 
zeigte es sich, daB sie in ihrer Abhangigkeit von der Hydro- 
peroxydkonzentration weitgehend iibereinstimmen. Die Ver- 
teillung des Hydroperoxyds zwischen den Liésungen und den 
Oxyhimoglobinteilchen erfolgt in den verschiedenen Fallen 
praktisch in derselben Weise; vorkommende Differenzen liegen 
innerhalb der Bestimmungsfehler. Die z. B. bei konstantem 
Hydroperoxyd und wechselnden Konzentrationen von Oxyhimo- 
globin gefundenen Aktivititskurven sind als Adsorptionsiso- 
thermen zu verstehen. Verschieden sind aber die einzelnen 
Oxyhimoglobine in ihrer quantitativen Leistung. Beim Ver- 
gleiche einiger Blutarten war am aktivsten das an Pferde- 
hamoglobin gebundene Hydroperoxyd. Dann folgen die Oxy- 
himoglobine von Hund und Rind mit geringen Differenzen 
untereinander, am wenigsten aktiv von den gewiihlten Proben 
ist das Oxyhimoglobin aus Schweineblut. Wenn 100 mg 
Hb-O, mit 50 mg H,O, auf 5 g Pyrogallol 5 Minuten lang 
wirken, so ergibt 
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1 mg Oxyhimoglobin aus Pferdeblut 0,152 mg Purpurogallin 


1 mg “ » Hundeblut 0,115 mg ” 
1 mg . », Rinderblut 0,114 mg a 
1 mg te » Schweineblut 0,093 mg - 


Diese Unterschiede zwischen den Hamoglobinen (vgl. Fig. 3) 
diirften darauf beruhen, dab die spezifisch wirksame Gruppe, 
die prosthetische, in ihrer Wirkung von der Assoziation mit 
dem Globinmolekiil abhingt. Nach den recht verschiedenen 
Léslichkeits- und Krystallisationsverhiltnissen der Oxyhimo- 
globine scheinen die Globine aus den verschiedenen Blutarten 
ungleich konstituiert zu sein; aber es kénnen fiir diese Unter- 
schiede auch die Verfahren und Bedingungen der Krystalli- 
sation mitverantwortlich sein. Die peroxydatische Wirkung 
der mit verschiedenen Globinkomplexen verbundenen eisen- 
haltigen Farbstoffgruppen unterliegt daher Abstufungen, das 
an die Oxyhaimoglobine adsorbierte Hydroperoxyd wird in 
wechselndem Maf8e aktiviert. 

Oxyhimoglobin zeigt das Verhalten und die Wirkung der 
peroxydatischen Enzyme; fraglich ist es aber, ob dieser Higen- 
schaft des Blutfarbstoffs eine physiologische Bedeutung zu- 
kommt. Oxyhimoglobin ist als Peroxydase ein schlechtes 
Enzym, namlich eine Peroxydase von etwa 10000 bis 30000 ma! 
schwicherer Wirkung als pflanzliche Peroxydase in den besten 
bisher dargestellten Priaiparaten’), deren Eisengehalt nur noch 
geringfiigig ist (z. B. 0,06 Prozent). Zugleich ist aber Oxy- 
hamoglobin ein bemerkenswertes Modell fiir die Differenzierung 
der Affinitatsverhaltnisse eines Enzyms. Nach der von R. Will- 
statter, J. Graser und R. Kuhn?) entwickelten Vorstellung 
besteht ein Enzym aus einem kolloiden Komplex und der von 
ihm getragenen rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe. Beim 
Oxyhimoglobin erkennt man, daB es Unterschiede in der Kon- 
stitution des kolloiden Trigers gibt, welche Unterschiede im 
Reaktionsvermigen der wirksamen Gruppe zur Folge haben. 

Die Méglichkeiten, die sich fiir die Abhangigkeit der 
Enzymwirkung von Begleitstoffen bieten, hat vor kurzem 





1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 430, S. 269 (1922/23). 
*) Dies2 Zs. Bd. 123, 8. 1 (1922). 
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eine Abhandlung von R. Kuhn!) ,,Zur Theorie der Zeitwert- 
quotienten“ erértert. Nun bietet die Untersuchung der Oxy- 
himoglobine ein Beispiel dafiir, daB die als ,,Artspezifitat* be- 
zeichnete Differenzierung der Enzyme auch durch Unterschiede 
im kolloiden Komplex bedingt wird. 


Experimenteller Teil. 


1. Praparative und analytische Angaben. 


Die Darstellung des Oxyhimoglobins nach der im 
Tiibinger Institut vervollkommneten Methode?) von F. Hoppe- 
Seyler*) laBt sich erheblich abkiirzen, indem man die mit 
dem halben Volumen Ather versetzte Blutkérperchenlésung, 
anstatt sie tagelang im Scheidetrichter stehen zu lassen und 
dann von Zeit zu Zeit in Anteilen abzulassen, mit der Zentri- 
fuge verarbeitet. Die Blutkérperchenlésung schiitteln wir 5 Mi- 
nuten mit Ather kriftig durch, um die Stromata zu sammeln 
und zentrifugieren die Emulsion nur etwa 5 Minuten lang bei 
einer Tourenzahl von 3500—4000. Die untere Schicht ist 
dann vollkommen klar und sie wird durch vorsichtiges Ein- 
senken einer Glasréhre, die mit einer Gaswaschflasche ver- 
bunden ist, und schwaches Saugen von der dariiberstehenden 
Emulsion getrennt. Die Krystallisation aus alkoholhaltiger 
Lisung ist beim Pferde- und Hunde-Hb—O, bis zum folgenden 
Morgen beendet. 

Die durch Zentrifugieren von der Mutterlauge getrennten 
Krystalle des Blutfarbstoffs wurden auf Ton abgepreBt und 
stets in frischem Zustand, nach hiéchstens 15 Minuten, noch 
etwa 50°/, Feuchtigkeit enthaltend, fiir die Bestimmung der 
peroxydatischen Wirkung aufgelést, wihrend man zugleich eine 
Probe zur Bestimmung des Trockengewichts in ein verschlieB- 
hares Wageglas brachte. 





1) Diese Zs. Bd. 125, 8. 1, (1922/28). 
*) K. Birker in R. Tigerstedts Handb. d. physiol. Method. Bd. 2, 
Abt. 1, §. 92 (1910); Fr. N. Schulz in Abderhaldens Handb. d. biolog. 
Arbeitsmethoden Abt. 1, Teil 8, S. 187 (1922). 
8) Mediz.-chem. Untersuch., 2. Heft, Berlin 1867, S. 181. 














288 Richard Willstitter und Adolf Pollinger, 


Schon nach eintigigem Trocknen ist das Pigment picht 
mehr so leicht und klar léslich und es gibt einen niedrigere: 
peroxydatischen Wert. 

Die Bestimmung des Himoglobingewichts erfolgte iiber P,O. 
im Hochvakuum. So getrocknete Priparate verloren bei 100° 
im Hochvakuum noch 2,6—3,4°/, an Gewicht. Da es sich nicht 
feststellen 14Bt, ob das Globinmolekiil bei diesem Wasserverlust 
unversehrt bleibt, so werden im folgenden die beim Trocknen 
in der Kalte gefundenen Werte als Hb—O,-Gewichte eingesetzt. 

In gewissen Fallen, wie bei der peroxydatischen Analyse 
des Pferdeblutes oder des duBerst leicht lislichen Schweine- 
Hb-O,, ermitteln wir die Menge des Blutfarbstoffs durch 
Hisenbestimmung. 

Veraschung. Die Asche von Hb—O, scheint noch nicht 
genau bestimmt worden zu sein. Wir finden nach verschie- 
denen Methoden der trockenen Veraschung, die mit kleinen 
Mengen gut ausfiihrbar ist, 0,6 °/, Asche d. i. um ein Fiinttel 
mehr als dem Eisengehalt des Hb—O, entspricht. Es ist zu 
erinnern, daf beim Waschen des Blutkérperchenbreies Natrium- 
chlorid angewandt und vom Hamoglobin nicht mehr entfernt 
wird. Man sollte Hb-O, ohne Salzzusatz darstellen. 

Die Praparate 1—6 waren zweimal umkrystallisiertes 
Hb—O, aus Pferdeblut, 7 ein 4mal, 8 ein 1 mal krystalli- 
siertes. 


1. 247,959 mg Substanz gaben 1,449 mg Asche (mit Salpetersiiure und 
Sauerstoff). 


2. 175,197 mg ™ » 0,996 mg ,, (ebenso verascht). 

3. 180,553 mg ‘ » eeame . ( a 

4, 182,803 mg ™ » 1,068mg ,, . 

5. 202,679 mg ‘ » 1,145mg , (ohne HNO,,_ mit 
Sauerstoff). 

6. 175,653 mg ma » 1,0295mg ,, (ebenso). 

7. 256,758 mg a a ll ne » 

8. 136,832 mg - » 0,822 mg ,, (mit HNO,). 


Gef. 0,584 0,568 0,587 0,584 0,574 0,583 0,609 0,600 "), 
Kisenbestimmung. Dafir wird das Hb—O, am besten 
mit Siiuregemisch nach A. Neumann!) verascht. Zur colori- 


1) Diese Zs. Bd. 87, S. 115 (1902) und Bd. 43, S. 32 (1904). 
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metrischen Kisenbestimmung nach der Rhodanidmethode?) ist 
es zweckmaBig und mehr wie geniigend, 0,2—0,6 g Hb—O, 
oder die entsprechende Blutmenge zu veraschen. 

Die Veraschungssiure nach Neumann enthilt nach dem 
Verjagen der Salpetersiure stets Nitrosylschwefelsiure. Es ist 
zu beachten, daB die Ferrirhodanidfarbe durch geringe Mengen 
salpetriger Siure (nicht durch reine Salpetersiure) betrichtlich 
verstiirkt wird. Um die salpetrige Siure auszuschalten, wird 
die eingedampfte Siure nach dem Erkalten mit Wasser ver- 
diinnt; die Hauptmenge der nitrosen Verbindungen entweicht, 
und durch Erwirmen und Versetzen mit 50mg Harnstoff wird 
die Entnitrosierung vervollstindigt. 

Unsere Bestimmungen ergaben in guter Ubereinstimmung 
mit den Analysen, die E. KE. Butterfield?) mit auBerordent- 
lich groBen Substanzmengen ausgefiihrt hat, in 18 Praparaten 
durchschnittlich 0,34 °/, Fe (gréBte Abweichungen — 0,015, 
4+- 0,025; mittlere Abweichung 0,0086). 

Die Bestimmung der peroxydatischen Wirkung ge- 
schah nach den Angaben von R. Willstatter und A. Stoll) 
mit Mengen zwischen 25 und 250, am besten ungefaihr 100 mg 
Hb-O,. Bald nach Kintragen derselben zum Pyrogallol + 
H,O, beginnt unter Bildung von Purpurogallin der kolloide 
Blutfarbstoff sich zu verfiirben, so daB die Flissigkeit wihrend 
der fiinf Minuten olivgriin wird. 

Die Reaktion wird mit 50 ccm verdiinnter Schwefelsiure 
sistiert. Beim Ausschiitteln des gebildeten Purpurogallins 
treten in der Atherschicht stérende Emulsionen auf. Sie lassen 
sich durch Absaugen der iitherischen Lésung auf der Nutsche 
cut beheben, wobei das Eiweif auf dem Papier zuriickbleibt. 

Die iitherische Purpurogallinlésung ist infolge ihres Ha- 
matingehaltes braun und es scheint nicht méglich zu sein, sie 
colorimetrisch zu bestimmen. Man braucht sie aber nur mit 
Wasser zu waschen und dann im MeBkolben mit gegliihtem 





1) R. Willstatter, Chem. Ber. Bd, 53, S. 1152 (1920). 

*) Diese Zs. Bd. 62, S. 173 (1909). 

®) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 416, S.21 und zwar S. 43 (1917/18). 
Hoppe-Seyer’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX¥X. 19 
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Natriumsulfat zu versetzen. Dadurch gelingt es, den Blut- 
farbstoff, der nur im wasserhaltigen Ather ldslich ist, sofort 
und vollstaindig auf das Natriumsulfat niederzuschlagen und 
die itherische Lésung rein gelb zu erhalten. 


Versuche mit Oxyhiimoglobin aus Pferdeblut. 


2. Wechselnde Hydroperoxydkonzentration bei konstantem 
Hb-0.. 


Fiir die Bestimmung der pflanzlichen Peroxydase war ein 
Bereich der Hydroperoxydkonzentration gewihlt worden, in 
welchem es keinen merklichen EKinfluB derselben auf die Aus- 
beute an Oxydationsprodukt gibt. In ein solches Gebiet der 
Hydroperoxydkonzentration kime man beim Hb—O, nur mit 
auBerordentlichen Mengen von Hydroperoxyd. Bei den prak- 
tisch mdéglichen Konzentrationen von H,O, (und Hb—Q,) ist 
nach den folgenden Versuchen (vgl. Fig. 1) der Kinflu8 der 
H,O,-Menge auf die Purpurogallinausbeute sehr gro. 

Die Versuchsdauer betrug in allen folgenden Fiillen 5 Min. 


1. Versuch: mit 62,6 mg Hb-O, (zweimal krystallisiert). 


H,O, angew. mg 2 8 50 

Purpurog. gef. mg 0 2 9,6 

2. Versuch: Mit 36,1 mg Hb—O, (dreimal krystallisiert). 
H,O, angew. mg 2 16 25 50 100 


Purpurog. gef. mg 0 2,5 3,95 6,4 12 

3. Versuch: Mit 101,6 mg Hb-O, (dreimal krystallisiert). 
H,O, angew. mg 25 50. 100 200 

Purpurog. gef. mg 9,4 15,3 24,2 37,5 

4. Versuch: Mit 49,2 mg Hb-O, (dreimal krystallisiert). 


H,O, angew. mg 50 100 250 470 
Purpurog. gef. mg 8,8 14,2 24,2 33,3 


Mit derselben Hb—O,-Menge fanden wir bei Anwendung 
von 1000 und 2000 mg aus einer anderen Flasche entnommenen 
Hydroperoxyds die Purpurogallinmengen 32,25 und 40,6 mg, 
die zwar zueinander, aber nicht zu den voranstehenden Zahlen 
stimmen. Es hat den Anschein, als sei dem H,O, der zwei 
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letzten Bestimmungen ein Stabilisator zugefiigt gewesen, wie es 
bei der Spezialsorte des Handels fiir die Tropen der Fall ist. Das 
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' 5 Minuten. Die Bedingungen der Analyse sind so gewiahlt, z 
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: [> Ausbeute an Oxydationsprodukt von 0,005 mg eines guten 
1 —  Peroxydasepriparates (P. Z. 3000) geliefert wird, erfordert sie. 
| etwa 100 mg Hb-O, aus Pferdeblut. 


19* 


992 Richard Willstitter und Adolf Pollinger, 


Bei der pflanzlichen Peroxydase ist unter den angefiihrtey 
Bedingungen die Purpurogallinausbeute der Enzymmenge streng 
proportional. Ganz anders verhalt sich Hb—O,. Gemif den 
folgenden Versuchen sinkt die Farbstoffausbeute, die auf 1 mg 
Hb-O, trifft, mit steigender Konzentration des Letzteren. 
Wahrend z. B. das Hb—O, von 10 auf 100 mg ansteigt, ver- 
mehrt sich die Ausbeute an Purpurogallin von 4 nur auf 15 me. 


1. Versuch mit einmal krystallisiertem Hb-Q,. 4 


Hb-O, angew. 5,03 20,13 80,5 161 mg 
Purpurog. gef. 2,0 4,94 13,5 20,8 mg 
2. Versuch mit dreimal krystallisiertem Hb-O, (Blut eines anderen 
Pferdes). 
Hb-0, angew. 6,35 12,7 25,4 50,8  101,6 mg 


Purpurog. gef. 3,1 4,1 6,6 9,6 15,3 mg 4 


3. Versuch mit viermal krystallisiertem Hb-O, (aus demselben Blut 
wie Vers. 1). 


Hb-O, angew. 11,3 57,6 113 226 mg 

Purpurog. gef. 3,9 10,7 16,9 26,6 mg 
Zwischen den Konzentrationen von 1 bis 200 mg Hb-0, 
sinkt, wie die Tabelle 1 zeigt, der peroxydatische Wert eines 
Milligramms Hb—O, von 0,7 auf 0,12 (mg Purpurogallin) 
Und er bewegt sich fir 100 mg Hb—O,-Konzentration bei den 
verschiedenen Krystallisationen zwischen 15,1 und 15,6. Die 
verschiedenen Hb-—O,-Krystallisationen, von der aus alko- 


holischer Fliissigkeit gewonnenen ersten zu der aus waBriger — 
Lésung abgeschiedenen zweiten, dritten und vierten stimmen [FF 


also untereinander im peroxydatischen Werte genau iiberein. FF 
In der Fig. 2, welche die gefundenen Beziehungen zwischen 
Purpurogallinausbeute und Konzentration von Oxyhimoglobin 
aus Pferdeblut zusammenfaBt, fallen die mit den verschiedenen 
Krystallisationen bestimmten Werte auf dieselbe Kurve. Die 
in der ersten Krystallisation noch vorkommende kleine Katalase- 
menge macht sich nur bei gréBerer Hb—O,-Konzentration ein 
wenig bemerkbar. 

Nachdem diese Beziehung fiir das Hb—O, einer Tierspezies 
festgestellt ist, ergibt sich umgekehrt aus einer einzigen Bestim- 
mung der peroxydatischen Wirkung von katalasefreier Hb—O,- 
Lésung die Menge des darin enthaltenen Blutfarbstofis. 


Purpurogallin mg 
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Uber die peroxydatische Wirkung der Oxyhiimoglobine. 


Tabelle 1. 
Purpurogallinausbeute, bezogen auf 1 mg Hb-O, (Pferd) bei konstantem 
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H,O, (50 mg). 
—O.-Kon- ° ° ° 
Hb-0,-K 1. Krystalli- 3. Krystalli- 4. Krystalli- 
zentration : . f 
sation sation sation 
(mg) 
1 ca.0,4—0,6 mg Purpurog. | ca. 0,6—0,7 mg | ca. 0,6—0,7 mg 
25 5,6 ,, ” 6,4 ,, 6,2 5, 
50 9,4 ” ” 9,6 ,, 9,6 ” 
100 15,6 ,, ” 15,1 ,, 15,4 5, 
200 (23,4) 7 ” (24,4) ”? 24,6 ? 
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Oxyhaemoglobin mg 
Fig. 2. 


konst. H2O,. 


Peroxydatischer Wert von Hb-O, (Pferd) bei wechselnder Konz. derselben und 


Das Hb-O, einer Tierspezies la8t sich demnach nicht 
durch eine einzige Purpurogallinzahl kennzeichnen, so wie es 
méglich ist, die pflanzliche Peroxydase durch die Purpuro- 
gallinzahl zu bestimmen, nimlich durch die von 1 mg Enzym- 
priparat im Medium von 5 g Pyrogallol + 50 mg H,0O,, gelést 
in 2 Liter Wasser von 20,0°, in 5 Minuten gebildete Menge 
Purpurogallin in Milligrammen. Um den peroxydatischen Wert 
des Hb—O, einer Tierspezies eindeutig auszudriicken, ist die 


von 1 mg Hb—O, unter den bestimmten Bedingungen gebildete 
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Menge Oxydationsprodukt fiir eine gewisse Konzentration von 
Hb-—O, anzugeben. Es ist zweckmibig, die bei Anwendung 
von 100 mg Hb-O, auf 1 mg Hb—-O, treffende Farbstoftmenge 
als Purpurogallinzahl des Hb—O, anzugeben. 


4, Versuche mit Blutkérperchenlésung. 


Wahrend Hb—O, bei wiederholtem Umkrystallisieren seinen 
peroxydatischen Wert nicht andert, ergibt der Vergleich des 
Blutes oder der Blutkérperchenlésung mit dem isolierten Blut- 
farbstoff groBe Abweichungen. Das mit der Zentrifuge vom 
Blutkérperchenbrei abgetrennte normale Serum zeigt, wenn es 
keinen Blutfarbstoff enthalt, keine peroxydatischen Higenschaften 
und es ist frei von Katalase. Die Auflésung der Blutkérper- 
chen, welche die gesamte Katalase des Blutes enthalt, ergibt 
nur bei sehr geringer Konzentration des Hb—O,, also auch 
der Katalase, annihernd dieselbe peroxydatische Wirkung wie 
der darin enthaltene Blutfarbstoff. Bei gréBeren Konzen- 
trationen der Blutkérperchenlésung bewirkt offenbar ihr Gehalt 
an Katalase Erniedrigung des peroxydatischen Wertes, wie aus 
den folgenden Versuchen ersichtlich ist. In der beim ersten 
Auskrystallisieren des Hb—O, erhaltenen, noch stark Hb—O,- 
haltigen Mutterlauge ist der tiberwiegende Teil der Katalase 
enthalten. Infolge ihrer Anreicherung ist die peroxydatische 
Wirkung viel geringer, als nach dem Gehalt an Blutfarbstoff 
zu erwarten ware; es kommt sogar vor, daB die Hb—O,- 
Mutterlauge unter den iiblichen Bedingungen auf Pyrogallol 
mit Hydroperoxyd ohne Wirkung ist. 

Unsere Angaben iiber die Verteilung der Katalase fuBeu 
hauptsichlich auf einer Untersuchung, die Herr A. Madina- 
veitia’) im Willstitterschen Laboratorium in Ziirich aus- 
gefiihrt hat. Danach wird die Katalase, die bei der Himolyse 
zusammen mit dem Inhalt der Erythrocyten in Lésung geht, 
beim Auskrystallisieren und Umkrystallisieren des Hb—O, derart 
von diesem abgetrennt, da8 in einem Beispiele die aus alkohol- 





1) Zur Kenntnis der Katalase“, Promot.-Arbeit, Ziirich 1912, S. 22; 
die Dissert. enthalt an der zitierten Stelle stérende Druckfehler, die wir 
hier berichtigen. 
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haltiger Lésung gewonnene erste Krystallisation von Hb—O, 
aus Pferdeblut 15,4mal weniger, das nochmals aus Wasser 
umkrystallisierte Hb—O, 12000 mal weniger Katalase enthielt, 
als im Blutkérperchenbrei auf dieselbe Menge Hb—O, trifft. 

0,045 mg Hb-O, im Blutkérperchenbrei (colorimetr. Best.) gaben 
i = 0,031. 

0,04 mg Hb-O, der ersten Krystallisat. (colorimetr. Best.) gaben 
i: = 0,0029. 

50,0 mg Hb-O, der zweiten Krystallisat. (colorimetr. Best.) gaben 
i; = 0,0045. 

Versuche mit Blutkérperchenlésung, deren Hb—O,-Gehalt 
durch Hisenbestimmung ermittelt wurde; 50 mg H,0,, Ver- 
suchsdauer 5 Minuten. 

Oxyhimoglobin 31,9 63,8 159,5 319 638,0 mg 

Purpurogallin 4,7 5,9 7,8 5,4 a 

Mit Hb—O,-mengen, die sich wie 1:5:20 verhalten, er- 
geben sich also Ausbeuten des Oxydationsproduktes im Ver- 
haltnis 1: 1,7: 0,6. 


Versuche mit Oxyhiimoglobinen anderer Tierarten. 


5. Oxyhamoglobin aus Hundeblut. 


Das Hb—O, aus Hundeblut steht dem Pferde-Hb—O, 
nahe, krystallisiert aber noch leichter als dieses und zeichnet 
sich zugleich vor ihm durch gréfSere Léslichkeit in Wasser 
aus. Die peroxydatische Wirkung ist hier wie in den nach- 
folgenden Hb—O,-Beispielen bei konstantem Hydroperoxyd 
(50 mg) und im iibrigen unter denselben Bedingungen wie oben 
bestimmt worden. 


1. Versuch mit einmal krystallis. Hb-O,. 
Oxyhimoglob. angew. 17,4 43,5 87 174 mg 
Purpurog. gef. 3,04 6,7 10,4 17,3 ,, 

2. Versuch mit dreimal krystallis. Hb-O,. 
Oxyhimoglob. angew. 57,9 115,8 230,5 mg 
Purpurog. gef. 7,73 12,7 ae 


6. Oxyhamoglobin aus Rinderblut. 


Als Beispiel eines sehr leicht léslichen und langsam kry- 
stallisierenden Hb-—O, wurde das Pigment aus Rinderblut 
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gepriift und zwar an 3 Priparaten aus Blutproben verschiedener 
Tiere. Die gefundenen Zahlen fiigen sich, wie Fig. 3 zeigt, 


gut in dieselbe Wirkungskurve ein. 


1. Versuch mit einmal krystallis. Hb-O,. 
Oxyhiaimoglob. angew. 18,0 61,8 123,6 


247,2 mg 










































































































































































Purpurog. gef. 2,98 7,9 13,5 20,0 ,, 

2. Versuch mit einmal krystallis. Hb-O,. 
Oxyhimoglob. angew. 79,1 158,2 316,4 mg 
Purpurog. gef. 9,4 15,5 20,9 ,, 

3. Versuch mit zweimal krystallis. Hb-O,,. 
Oxyhimoglob. angew. 26,8 67,0 134,1 268,2 mg 
Purpurog. gef. 5,4 8,6 14,2 20,6 ,, 
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Fig. 3. Peroxydatische Wirkung von Pferde-, Hunde-, Rinder- und Schweine-Hb-0,. 


Bei wechselnder Konzentration und bei konst. H,O». 


Das Hb—O, aus Rinderblut kommt in seiner peroxyda- 
tischen Wirkung bis zu erheblichen Konzentrationen dem in 
seinen Kigenschaften davon so verschiedenen Hb—O, des 
Hundes nahe und steht wie dieses hinter dem Pferde-Hb—O, 
zuriick, In der Tab. 2 werden Mittelwerte der Bestimmungen 
von untersuchten Hb—O,-Sorten verglichen. 
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Tabelle 2. 


Purpurogallinausbeuten bezogen auf 1 mg Hb-O, bei konstantem H,0, 











(50 mg). 
K es Pferde- Hunde- Rinder- Schweine- 
sateen Hb-O, Hb-O, Hb-0, Hb-O, 
(mg) 
50 0,190 0,134 0,134 0,112 
100 0,152 0,115 0,114 0,093 
200 0,124 0,1005 0,0895 0,076 














7. Oxyhamoglobin aus Schweineblut. 


Das zu den leichtest léslichen Oxyhimoglobinen zihlende 
Priparat krystallisiert zwar nicht weniger gut wie Rinder- 
Hb-—O,, aber es gelang nach dem Stehen mit Alkohol wahrend 
der iiblichen Zeit (86 Stunden) nicht, die ausgeschiedenen feinen, 
seidenglinzenden Krystallnadeln von der Mutterlauge zu be- 
freien. Die in gekiihlten Zentrifugenbechern von der Haupt- 
menge der Restlésung getrennte Krystallisation war auf Ton- 
tellern zerflieBlich, Sie wurde mitsamt den noch anhaftenden 
Mutterlaugenanteilen aufgelést und zur Bestimmung verwendet. 
Kine aus den folgenden Werten abgeleitete Kurve erinnert 
aber mehr an die mit Pferdeblut als an die mit reinem 
Hb-O, beobachtete Wirkungskurve. Es ist daher wahr- 
scheinlich, daB hier wie bei der Blutkérperchenlésung die per- 
oxydatische Wirkung bei konstantem Hydroperoxyd durch die 
noch anhaftende Katalase herabgesetzt wird, besonders bei 
gréBeren Mengen von Hb-0O,. 

1. Versuch mit einmal krystallis. Hb-O,. 


Oxyhimoglob. angew. 74,1 148,2 296.4 mg 
Purpurog. gef. 7.0 9,9 ie 


2. Versuch mit einmal krystallis. Hb-Q,. 
Oxyhiimoglob. angew. 89,8 179,5 359,0 mg 
Purpurog. gef. 8,1 11,0 12,0 ,, 

Dieses Oxyhimoglobin anderte aber seine Eigenschaften 
bei langerem Stehen in der alkoholischen Fliissigkeit. Nach 
im ganzen 6 Tagen zeigte das aus schédnen, einheitlichen 
Krystallblattern bestehende Praparat noch die Merkmale von 
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— 


reinem Hb—O,, war aber nicht mehr zerflieBlich, wenn auch 
noch sehr leicht léslich. Nun konnten die Krystalle auf Papier 
und auf Ton sehr scharf abgepreBt und von der katalase- 
haltigen Mutterlauge befreit werden. Die reine Krystallisation 
hat fiir die folgenden Bestimmungen (siehe auch Fig. 3) gedient. 


Oxyhimoglob. angew. 102 204 408 mg 
Purpurog. gef. 9,4 15,3 25,3 ,, 


8. Bedeutung der Aktivitatskurven. 


Aus den Kurven der Fig. 1, 2 und 3, welche die Be- 
ziehungen a) zwischen Purpurogallinausbeuten und Hydro- 
peroxyd bei konstantem Hb-O, und b) zwischen Purpuro- 
gallin und Hb—O, bei konstantem Hydroperoxyd ausdriicken, 
laBt sich kein Sattigungszustand und auch keine Aquivalenz- 
beziehung zwischen Hydroperoxyd und Oxyhimoglobin ab- 
leiten. Die Aktivititskurven erweisen sich nach der von 
H. Freundlich} aufgestellten Gleichung: 

1 


a=z=a-c™ 


als Adsorptionsisothermen. Die Exponenten (=) der mit 


Hb-O, der verschiedenen Krystallisationen aus Pferdeblut 
gefundenen Kurven stimmen innerhalb der Versuchsfehler 
iiberein und ergeben im Mittel 0,188. Diesem Mittel nahern 
sich auch die mit Hb—O, aus Hunde-, Rinder- und Schweine- 
blut gefundenen Exponenten 0,229, 0,214 und 0,215, wobei 
man die erheblichen Bestimmungsfehler (+ 5°/, vom gefundenen 
Purpurogallin) beriicksichtigen muB. Diese Fehler erlauben 
den Exponenten nur mit einer Genauigkeit von + 20°/, an- 
zugeben, bei kleinen Purpurogallinmengen sogar noch weniger 
genau. 

Entschieden niedriger als die angefiihrten Exponenten ist 
der mit der katalasehaltigen Blutkérperchenlésung (Pferdebiut) 
gefundene Mittelwert 0,100. 


') H. Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl.. Leipzig 1922, Ab- 
schnitt A 4. 
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a) Bei konstantem Hb—O,. 
1. Mit 101,6 mg dreimal krystallisierten Hb-O, vom Pferd. 
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H,0O, mg 


log. 





Purpurog. mg 
log. 





Differenz fiir 





Mittel 


0,201 


Mit 49,2 mg dreimal krystallisierten Hb-O, vom Pferd (andere Dar- 


stellung). 
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b) Bei konstantem Hydroperoxyd. 
1. Einmal krystallisiertes (Pferde)-Oxyhimoglobin. 








Purpurog. mg 
log. 


0,945 
sees 
1,384 


1,522 





Differenz fiir 

H.O, 1:2 
0,206 
0,186 
0,152 





Mittel 


0,181 
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Hb-O, mg 








Purpurog. mg 





Differenz fiir 








Sach Coe gees 


Ag ae 





log. log. Hb-O, 1:2 Mitel 
0,702 0,301 ! 0,196 
1,304 0,694 
ene, 0,218 0,200 
1,906 1,131, 
2,207 1,319! “7 
2. Dreimal krystallis. (Pferde)-Oxyhimoglobin. 
Hb-O, mg Purpurog. mg Differenz fiir — 
log. ' og. Hb-O, 1:2 Mittel 
0,803 0,484 ! 0,128 
1,104 0,612 
is 0,204 , 
1,405 0,816 ! 0,175 
1,706 0,981 | sce 
9 

2,007 1,185 aaa 
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3. Viermal krystallis. (Pferde)-Oxyhimoglobin. 











Hb-O, mg Purpurog. mg Differenz fiir 







































































log. log. Hb-O, 1:2 Mittel 
1,053 0,591 
1,761 1,029! id 
ne 0,198 0,189 
2,053 1,227) 
2.354 1,425! O98 
4, Einmal krystallis. Hunde-Oxyhiimoglobin. 
Hb-O, mg Purpurog. mg Differenz fiir Mittel 
log. log. Hb-O, 1:2 
1,241 0,483 0,274 
1,639 0,826 ; 
0,189 0,229 
1,940 nets 
2,241 1,238 a ana 
5. Zweimal krystallis. Rinder-Oxyhimoglobin. 
Hb-O, mg Purpurog, mg Differenz fiir Mittel 
log. log. Hb-O, 1:2 er 
1,428 0,731 ) jaee 
] 
1,826 0,936 . 
: ge 0,215 0,214 
2,127 ieee 
2,428 1,313 0,262 
6. Einmal krystallis. Schweine-Oxyhimoglobin. 
Hb-O, mg Purpurog. mg Differenz fiir iad 
log. log. Hb-O, 1:2 Mittel 
2,008 0,972 a 
r] 
2,310 1,185 0,215 
610 1 403! — 
, ’ 











Der Vergleich der Oxyhimoglobine aus Pferde-, Hunde-, 
Rinder- und Schweineblut, den die Fig. 4 in logarithmischer 
Darstellung wiedergibt, la8t erkennen, da bei kleinen Hb—O,- 
Mengen die Verteilung des Hydroperoxyds zwischen der Lésung 
und dem Blutfarbstoff in diesen verschiedenen Fallen durch 
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dasselbe Gesetz geregelt wird, daB aber das an Hb—O, aus 
verschiedenen Tierarten gebundene Hydroperoxyd ungleiche 
Aktivitat besitzt. Ks scheint im Hb—O, von Hund 1,38 mal, 
in dem aus Schweineblut 1,59mal weniger peroxydatisch 
wirksam zu sein als im Pigment aus Pferdeblut. 
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log Hb-O. =—-.0.5 


Fig. 4, Peroxydatischer Wert des Oxyhimoglobins bei konst. H,O,, 
logarithmisch dargestellt. 


Es ist aber zu erwarten, daB auch die absoluten Hydro- 
peroxydmengen, die unter gleichen Konzentrationsverhaltnissen 
von den verschiedenen Pigmenten gebunden werden, nicht genau 
iibereinstimmen. 


Bei der Untersuchung dieser Beziehungen hat uns Herr 
Dr. Richard Kuhn wertvolle Hilfe geleistet, fir die wir ihm 
sehr verbunden sind. 











Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. III 


Uber exogene Porphyrinbildung und Ausscheidung. 


Von 


Hans Fischer und Karl Schneller. 





(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Miinchen),. 


Der Redaktion zugegangen am 25. Juni 1923. 


Vor kurzem wurde zum ersten Male auBerhalb des Or- 
ganismus von H. Kimmerer?) Porphyrinbildung aus Himo- 
globin auf biologischem Wege festgestellt. Dieser Autor fand, 
daB es des Synergismus einer bestimmten Bakterienflora be- 
darf, um diese Verinderung des Blutfarbstoffes hervorzurufen. 


Auch fiir die Uberfiihrung von Bilirubin in Mesobilirubinogen 
gilt ahuliches, wie Kimmerer und Miller’) festgestellt haben. 


Kimmerer!’) verdiinnte Blut mit Bouillon, impfte mit 
Stuhlbakterien, zog nach 4—6 tagiger Bebriitung das Gemisch 
von Hiimatin mit Porphyrin mit Essigsiiure-Ather aus und 
erkannte im salzsauren Extrakt das Porphyrinspektrum. 

Bei diesen Untersuchungen hatten wir verabredet, dab 
H. Kammerer den bakteriologischen Teil, H. Fischer den 
chemischen Teil iibernehmen sollte und demgemiéB erhielten 
wir von Kimmerer wiederholt bebriitete Blut-Bouillon-Ansitze, 
die als Ausgangsmaterial fiir unsere Versuche dienten. 

Zur Gewinnung von natiirlichen Porphyrinen kommen bis 
jetzt hauptsichlich 2 Methoden in Betracht: 

1. die von H. Fischer ausgearbeitete Estermethode und 

2. die Hisessig-Ather-Methode von Fischer und Schau- 
mann’), die sich aufbaut auf die Reinigungsmethoden der 
Chlorophyllporphyrine, die Willstatter*) und seine Mitarbeiter 





1) Klin. Wochenschr. 2, S. 1153 (1928). 

2) Dtsch. Archiv f. klin. Medizin 141, S. 318 (1923). 

5) Diese Zs. Bd. 128, S. 162 (1928). 

4) Willstitter u. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, 
Springer (1913). 
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| ausgearbeitet haben. Diese Methode hat zur Gewinnung des 
Wurmporphyrins in krystallisiertem Zustande gefiihrt. Die 
erste Methode ist immer dann zu versuchen, wenn es sich 
um gréBere Mengen von Material handelt. Zur Gewinnung 
von Koproporphyrin z. B. in gréBeren Mengen aus Kot ist sie 
allein geeignet. Fiir die Gewinnung bzw. den Nachweis von 
kleineren Mengen von Porphyrinen jedoch, ist die Hisessig- 
Ather-Methode recht geeignet und sie muB angewandt werden, 
wenn durch die Veresterung sekundire Verinderungen hervor- 
gerufen werden. Auch Saillet}), Snapper’) und neuerdings 
Schumm?) bzw. Papendieck‘) haben eine uhnliche Methodik 
fir den spektroskopischen Nachweis der Porphyrine beniitzt. 

Wir versetzen den Gesamtansatz mit derselben Menge 











l, Eisessig und schiitteln mit doppeltem Volumen Ather aus. In 
, der braun gefirbten, aitherischen Lésung beobachtet man neben 
“4 einem (Hamin-) Streifen im Rot noch schwaches Porphyrin- 
7 spektrum. Der iiberschiissige EHisessig wird durch Wasser 
t herausgewaschen und dann durch 5 °/,ige Salzsiure das Por- 
" phyrin herausgeholt; durch Zugabe von Natriumacetat und 
d Abstumpfen bis zur kongoblau-negativen Reaktion treiben wir 
das Porphyrin in Ather hinein, von da wieder in 5 °/,ige Salz- 
B siure und dann nochmals in Ather. Beim Kinengen des 
" Atherextraktes kzystallisiert dann das Porphyrin schén in 
. nadelférmigen Prismen. 
e, Von den bis jetzt bekannten Porphyrinen unterscheidet sich 


das neue Porphyrin, das nach seinem Entdecker ,,Kammerers 
Porphyrin“ von uns genannt wird, scharf spektroskopisch. So- 
wohl in saurer, wie in dtherischer und alkalischer Lésung sind 
die Streifen gegen das Rot hinzu stark verlagert. Wir kénnen 
auf Grund der spektroskopischen Messung dieses Porphyrin 
fir ein neues Porphyrin erkliren, weil es sich bei dieser 
Untersuchung um eine krystallisierte einheitliche Substanz 
handelt. Das reine Praparat wirkt sensibilisierend auf Para- 


1) Revue de med. Bd. 16, 8. 542 (1896). 
) Berliner klin. Wochenschr. Bd. 58, S. 800 (1921). 
ll 8) Diese Zs. Bd. 126, S. 170 (1928). 
4 *) Diese Zs. Bd. 128, S. 110 (1928). 
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maecien und zwar in stiirksten Verdiinnungen. Quantitative 
Untersuchungen stehen noch aus. Tierversuche sollen gelegent- 
lich folgen. 

Mit Hilfe von Ferro-Acetat nach der Methode von Za- 
leski*) gelingt es leicht in das ,Kaimmerer-Porphyrin“ Eisen 
komplex einzufiihren und so das entsprechende ,,Kammerer- 
Haimin“ zu erhalten, das wir krystallisiert gewonnen haben, 
Es lést sich in Pyridin mit schén roter Farbe und zeigt dann 
das Hiimochromogen-Spektrum. Es tritt also hierbei dieselbe 
Umwandlung ein, die wir beim Hiimin, Mesohimin und anderen 
Himinen beschrieben haben.?) 

Der Befund des komplexen Eisensalzes, das durch Be- 
handlung mit Siuren sein Kisen nicht verliert, ist wichtig 
fiir die Beurteilung des Chemismus der biologischen Reaktion. 
Man kénnte annehmen, dab durch die Behandlung mit Siure erst 
kiinstlich das Porphyrin gebildet wird. Das ist bestimmt nicht 
der Fall, wie eben dieser Versuch beweist. Es bleiben nur zwei 
Méglichkeiten. Entweder bemichtigen die Bakterien sich direkt 
des Eisens des Himoglobins bzw. des Himatins oder aber sie 
fiihren das Haimin in die Leukoverbindung iiber, analog wie 
H. Fischer durch Behandlung von reinem Himin im Reagenz- 
glas mit Natriumamalgam Himin in die nichtkrystallisierte 
Leukoverbindung iibergefiihrt hat. Ebenso wie die kiinstlich 
dargestellte Leukoverbindung nun das Kisen nicht mehr komplex 
binden kann, ebensowenig kann dies das auf biologischem Wege 
entstandene Produkt. Sekundir erfolgt aus der seines Hisens 
beraubten Leukoverbindung dann wieder die Riickbildung des 
entsprechenden Farbstofts. 

Wenn auch das mit Natriumamalgam entstehende Produkt. 
das nach unseren neu aufgenommenen Untersuchungen zu kry- 
stallisieren scheint, wahrscheinlich von Kimmerers Porphyrin 
verschieden ist, so wiirde diese Verschiedenheit nicht gegen 
eine aihnliche Bildungsweise bei der Faulnis sprechen. Hs ist 
ja bekannt, daB die biologische Reduktion oft anders verliutft 
als die chemische. Man denke nur an das Verhalten des 





1) Diese Zs. Bd. 43, 8. 11 (1904). 
*) Diese Zs. Bd. 128, S, 233 (1923). 
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Cholesterins im Darm und bei ‘der katalytischen Reduktion 
im Reagenzglas, das wesentlich verschieden ist. 

Vorlaufig miissen wir die beiden angedeuteten Wege ins 
Auge fassen und weitere Untersuchungen abwarten. 

In seinen Ejigenschaften erinnert das Kimmerersche 
Porphyrin insofern an Mesoporphyrin (von dem es aber spektro- 
skopisch total verschieden ist) als es auch ein schwer lésliches 
Natriumsalz gibt. Zur Analyse haben wir noch nicht geniigend 
Material erhalten. Dies wird auch noch einige Zeit anstehen, 
weil die Faulnisversuche nur in kleinem MaBstabe gelingen 
und haufig auch miBlingen. Eine Verainderung des Blutfarb- 
stoffes durch die Faulnis erfolgt jedoch auch in den in bezug 
auf Porphyrinbildung negativen Fallen, indem die Teich- 
mannsche Blutprobe nach einiger Zeit (nach etwa. 10 Tagen) 
negativ wird. Es ist hervorzuheben, daB um diese Zeit dann 
die Takayamasche Probe, die Uberfiithrung in krystallisiertes 
Hamochromogen, positiv bleibt. LaBt man dann noch langere 
Zeit die Bakterien einwirken, so wird auch die Takayamasche 
Probe negativ, ohne daB Porphyrin nachweisbar ist. Wenn 
Porphyrin nach Kimmerers Methode gebildet wird, so tritt 
das immer in den ersten 4—5 Tagen ein und die Teich- 
mannsche Probe ist dann noch positiv. Mit Takayamas- 
Reagens kann spektroskopisch wohl Hamochromogen nach- 
gewiesen werden. Krystallabscheidung erfolgt jedoch nicht. 

Ob hier Mesohimochromogen gebildet wird, muB die 
weitere Untersuchung zeigen. 

Kammerers Porphyrin gleicht in den spektroskopischen 
Zahlen auBerordentlich denen, die Snapper im Stuhl von 
Patienten beobachtet hat, die Blutungen hatten, oder denen 
er Blutpraparate eingab. 

H. Fischer’) hat nun frither schon, in Bestitigung zahl- 
reicher alterer Untersuchungen, unter denen die von Stock- 
vis*) und Garrod*) besonders hervorzuheben sind, gefunden, 
daB im normalen Kot Porphyrin vorhanden ist und er konnte 





1) Diese Zs. Bd. 96, S. 171—172 (1915). 

*) Nederl. Nat. en Geneesk Comp. (1899). 

*) The Lancet S. 1323 (1900). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX, 
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nachweisen, daB dieses Porphyrin veresterbar ist. In krystal- 
lisiertem Zustande wurde jedoch das normale Koproporphyrin, 
wegen der schlechten Ausbeute, nicht zu erhalten versucht. 
Wir haben diese Aufgabe neuerdings in Angriff genommen 
und in 3 Fallen einwandfrei ein Porphyrin isolieren kénnen, 
daB die spektroskopischen Erscheinungen des Koproporphyrins 
darbietet und auch in seinen Eigenschaften sich an dieses an- 
schlieBt. Dies steht im Kinklang mit den Befunden Papen- 
dieks!) und wir glauben, wenn man alle bis jetzt bekannten 


Tatsachen iiber das normale Kotporphyrin zusammenfaBt, es 
so gut wie sicher ist, da8 wirklich Koproporphyrin nahezu in 
jedem, vielleicht in jedem normalen Kot vorhanden ist. 

Auffallend ist dabei der negative Befund Papendiecks im nor- 
malen Stuhl von fleischfrei erniihrten Personen. Ebenso hat Schumm 
spektroskopisch gefunden, daB im Harn im allgemeinen erst nach 
Fleischeingabe Koproporphyrin (nicht Kiimmerers Porphyrin) auftritt. 
Hier liegen noch Widerspriiche, insofern, als das Porphyrin nach 
Schumm nur aus dem Fleisch und damit aus dem Blut stammen 
kann, und aus dem Blut entsteht Kimmerers Porphyrin, das im 
spektroskopischen Verhalten sich von Koproporphyrin sehr scharf unter- 
scheidet. Am ehesten w*re noch daran zu denken, da8 im Fleisch 
Koproporphyrin vorhanden ist; Papendieck allerdings stellt dies in 
Abrede. Aber es diirfte wohl experimentell sehr schwierig sein, iiber 
diese Frage ein bindendes Urteil abzugeben. Man miiBte das Fleisch 
durch Faulnis total zerstéren und dann wire ja eventuell vorhandenes 
Koproporphyrin neben Kimmerers Porphyrin leicht spektroskopisch 
zu erkennen. Bei der Blutfiulnis haben wir fiir ein etwaiges Entstehen 
von Koproporphyrin nicht den geringsten Anhaltspunkt gehabt. Die 
negativen Versuche von Schumm und Papendieck in den normalen 
Stiithlen sowohl wie bei Schumm im Harn kénnen bedingt sein dadurch, 
daB das Porphyrin wirklich nicht vorhanden war. Aber es ist aus- 
driicklich darauf hinzuweisen, da8 das Trocknen mit Natriumsulfat, so 
wie es Papendieck und Schumm ausfiihren, geringe Mengen von Por- 
phyrin aus iitherischen und Chloroformlésungen glatt absorbiert und so 
dem Nachweis entzieht. 

In unseren drei Fiillen liegen die Verhiiltnisse insofern nicht genau 
vergleichbar mit den Untersuchungen von Schumm und Papendieck, 
als wir keinen Wert auf fleischfreie Kost legten, und es daher offen 
bleibt, ob der spektroskopische Befund des Koproporphyrins aus dem 
aufgenommenen Fleisch stammt oder von den Versuchspersonen selbst. 





1) Diese Zs. Bd. 128, S. 111 (1928). 
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Aus dem Hiimoglobin des Fleisches, das iibrigens nur in bescheidenen 
Mengen gegessen wurde, stammt es nicht, denn sonst miiBte ja auch 
beim bakteriologischen Abbau des Himoglobins Koproporphyrin ent- 
stehen, was bestimmt nicht der Fall ist.") 


Kine Sensibilisierung jedoch von Paramaecien konnten 
wir mit dem so gewonnenen Porphyrin nicht erzielen. Diese 
Tatsache spricht nicht gegen die Identitit des Porphyrins 
mit Koproporphyrin, da dieses ja erheblich schwicher sensibili- 
sierend wirkt, wie die natiirlichen Porphyrine und auch trotz 
wiederholtem Hiniibertreiben zwischen Ather und Salzsiure, 
wie im Versuchsteil geschildert, die zih anhaftenden Schmieren 
nicht véllig entfernt werden konnten. 

Nachdem wir nun im Stuhl von Herrn Schneller sowie 
Herrn Zerweck und Schubert feststellen konnten, da8 geringe 
Mengen von Koproporphyrin vorhanden seien, haben wir uns ein 
kiinstliches Gemisch von Koproporphyrin und Kimmerers Por- 
phyrin bereitet und versucht, dieses Gemisch zu trennen. Wir 
wendeten dabei wieder die Kisessig-Ather-Salzsiure-Methode 
an, die nicht zum Ziele fihrte, jedoch hat sich iiberraschender- 
weise ergeben, da in diesem Falle in der wenig eisessig- 
enthaltenden, uitherischen Lésung der Porphyrine beim ersten 
und zweiten Streifen die Absorptionsstreifen sich nicht mit- 
einander vermengen, sondern getrennt erscheinen. Nach den 
bisherigen Untersuchungen steht dieses Verhalten ganz einzig- 
artig da. Der eine von uns hat kiinstliche Gemische ver- 
schiedener Porphyrine mit Herrn Hilger untersucht und wir 
haben feststellen kénnen, daB die Gemische scheinbar ein- 
heitliche Absorptionsbilder ergeben. Nur im Fallle von Kim- 


1) Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen haben wir die 
Ausscheidungen zweier Vegetarianer, die seit Monaten kein Fleisch zu 
sich genommen haben, untersuchen kénnen. In ihrem Kot haben wir 
einwandfrei Koproporphyrin nachgewiesen. Die spektroskopischen Zahlen 
stimmen gut auf dieses Porphyrin. Der Beweis wurde vervollstiindigt 
durch Isolierung des krystallisierten Esters, der in Chloroformlésung 
die charakteristischen Zahlen fiir den Koproporphyrinmethylester gab. 
tbenso ist es uns gelungen, im Fleisch nach Fiulnis Koproporphyrin 
zu finden. H. Fischer u. Zerweck haben auch im Harn der oben 
genannten Versuchspersonen Koproporphyrin gefunden. Letzteres ist 
also ein normales Stoffwechselprodukt. 

20* 
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merers Porphyrin und Koproporphyrin haben sich deutliche 
Differenzen ergeben. Es wird von Interesse sein, die Ursache 
dieser Erscheinungen, die sicher von der Konstitution abhingig 
ist, noch aufzukliren. : 

Nunmehr nahm der andere von uns, Herr Schneller, 
durch Wochen, wie es im experimentellen Teil niher geschildert 
ist, Blut ein und wir konnten tatsachlich im Stuhl spektro- 
skopisch Kiaimmerers Porphyrin auffinden neben Kopro- 
porphyrin und erhielten auch Kimmerers Porphyrin in kry- 
stallisiertem Zustande. 


Die von uns ausgearbeitete Methode gestattet noch die geringsten 
Mengen von Porphyrin im Stuhl nachzuweisen, wenn die nétigen Kau- 
telen beachtet werden. 

Einzelheiten sind im experimentellen Teil nachzusehen. Sehr 
wichtig ist die erste Extraktion mit Alkohol-Ather entsprechend 
H. Fischers friiheren Angaben, die nicht griindlich genug erfolgen 
kann. Von der Griindlichkeit dieser Extraktion hiingt der weitere 
Erfolg ab. 

Der erste salzsaure Extrakt ist in der Regel sehr stark gefirbt 
und zeigt manchmal so schwach das Porphyrinspektrum, daB es dem 
Ungeiibten leicht entgehen kann. Die intensive Farbe ist vor allen 
Dingen durch Sterkobilin bzw. Gallenfarbstoff bedingt. Jetzt fiihren wir 
durch Zugabe von Natriumacetat und Abstumpfen mit Natronlauge das 
Gemisch der Farbstoffe in Ather tiber, der fast den gesamten Farbstoff 
aufnimmt. 

Nun kommt der zweite wichtigste Punkt; die so erhaltene, iithe- 
rische Lésung muB8 mit Wasser so lange ausgewaschen werden, bis das 
Waschwasser farblos ist, dazu muB man manchmal zehnmal mit Wasser 
ausschiitteln und so wird das Sterkobilin, das im Wasser kolloidal lés- 
lich ist, entfernt und in dem Make, wie das Sterkobilin aus der Athe- 
rischen Lisung verschwindet, wird das Porphyrinspektrum sichtbar. 
Wenn man nunmehr die so gereinigte Atherische Lésung mit Salzsiiure 
ausschiittelt, so beobachtet man deutlich das Porphyrinspektrum, auch 
in den Fallen, wo es vorher nur angedeutet war. Durch erneute Uber- 
fiihrung in Ather bei essigsaurer Reaktion und Waschen mit Wasser 
werden weitere Verunreinigungen entfernt, und dann erscheint sowohl 
im iitherischen als auch im salzsauren Extrakt das Porphyrinspektrum 
besonders schoén. 

Beim Eindunsten des Atherextraktes krystallisierte das Kimmerer- 
sche Porphyrin heraus. Bemerkenswert ist jedoch, daB es noch immer 
in Schmieren eingebettet war. Trotz des wiederholten Uberganges aus 
Siuren in Ather und Wiederausschiittela des Atherextraktes mit Siuren, 
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wobei man doch annehmen sollte, da8 alle fettartigen Substanzen ent- 
fernt wirden, waren noch immer diese Begleitschmieren vorhanden. 
Hieraus ergibt sich ohne weiteres die au8erordentliche Schwierigkeit 
der Reindarstellung des Mesobilirubinogens aus Kot, das nach ana- 
logen Verfahren isolierbar sein mu. In der Tat kann man es auch 
aus den Atherextrakten mit 25°/,iger Salzsiure herausholen, nachdem 
mit 5°/,iger Salzsiure das Porphyrin entfernt ist. Aus der 25°/, igen 
Salzsiure kann man das Mesobilirubinogen durch Abstumpfen usw. mit 
Chloroform herausholen und es ist méglich, daB auf diese Weise das 
Mesobilirubinogen in reinem Zustande gewonnen werden wird. 

Spektroskopisch hat Papendieck?) in einer vor kurzem 
erschienenen Arbeit offenbar Kimmerers Porphyrin ebenfalls 
beobachtet, dadurch, daB er aus der 25°/,igen, salzsauren 
Lésung der Porphyrine mit Chloroform das Kotporphyrin ex- 
trahierte. Er selbst au8ert sich wie folgt: ,Ob die von mir 
dargestellten Lésungen einen einheitlichen Kérper enthielten 
oder ob noch Gemische mehrerer Stoffe vorlagen, lie® sich in 
dem immer nur in 4uBerst geringen Mengen erhaltenen Material 
nicht entscheiden.* Reines Kotporphyrin laBt sich aus 25°/iger 
Salzsiure nicht mit Chloroform ausschiitteln. 

Mit Paramaecien erhielten wir intensivste Sensibilisierung. 
Ks ist nun in hohem Mage dankenswert, daB Herr Schneller 
trotz dieses positiven Versuches sich wiederholt der intensiv 
wirkenden Junisonne ausgesetzt hat, wie dies im experimen- 
tellen Teil niher geschildert ist, und keinerlei Sensibilisierungs- 
erscheinungen beobachten konnte, nicht einmal Temperatur- 
steigerungen. Aus diesem wichtigen Ergebnis folgt einwandfrei, 
daB die exogene Porphyrinbildung beim Normalen 
keinerlei Bedeutung hat; wie es unter pathologischen Ver- 
hiltnissen steht, mu weiter untersucht werden und es ist 
natiirlich wiinschenswert, daB diese Versuche noch bei mehr 
Personen wiederholt werden.’) 





1) Diese Zs. 128, S. 110 (1923). 
*) Anm. bei der Korrektur: Inzwischen haben sich die Herren 
Schubert, Stern u. Zerweck in dankenswerter Weise fiir den gleichen 
Versuch zur Verfiigung gestellt. Auch hier konnte trotz wiederholter 
intensiver Bestrahlung nach lang andauernder Bluteinnahme keinerlei 
Sensibilisierung hervorgerufen werden. 
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Das Fehlen des Kimmererschen Porphyrins im Harn, wenn es 
auch im Kot vorhanden ist, ist nun durechaus in Parallele zu setzen 
mit dem Verhalten des Urobilins. Das Urobilin ist massenhaft im Kot, 
normalerweise jedoch geht es nicht in den Harn iiber und erst bei 
Leberschidigungen finden wir es im Harn. Es ist also immerhin zu 
untersuchen, ob man durch Eingabe von Blut bei Urobilinurien nicht 
auch das Ubergehen von Kimmerers Porphyrin in den Harn 
erzwingen kann. 

Auch sollen Urobilinharne analog unserem Kotverfahren 
auf Porphyrine untersucht werden; denn Urobilin verdeckt in 


gréBerer Menge das Porphyrinspektrum. 


Ks ist ja auBerordentlich auffallend, daB von Schumm 
bei seinen spektroskopischen Untersuchungen iiber das im Harn 
Gesunder vorkommende Porphyrin und ebenso nach den Unter- 
suchungen von Stockvis sowie Schumm bei Bleivergiftungen 
auch im Harn nach den physikalischen und spektroskopischen 
Kigenschaften immer nur Koproporphyrin beobachtet wurde. 
Bei der Verarbeitung der genannten Autoren wiirde zwar das 
Vorkommen von Uroporphyrin iibersehen werden miissen, da 
diese mit Ather das Porphyrin dem Harn entziehen und Uro- 
porphyrin im Ather unter diesen Bedingungen nicht léslich ist; 
Kammerers Porphyrin mi8te aber unbedingt mit in den 
Ather hineingehen und dort spektroskopisch erkannt werden. 
Indessen ist hervorzuheben, daB auch schon von Garrod’) 
nach seiner Fallungsmethode, die Uroporphyrin in sich schlieBt, 
spektroskopisch nur Koproporphyrin beobachtet worden ist. 


Das normale Vorkommen des Koproporphyrins im Harn, 
das Garrod?) zuerst bewiesen hat, scheint uns auch wichtig 
zu sein fir die Beurteilung der Porphyrinurie, der von 
Ginther?) besonders studierten Krankheit. Bei kurzem 
Bestehen oder bei Giftwirkung scheint hauptsiichlich die in 
Spuren bestehende physiologische Koproporphyrinbildung ver- 
mehrt zu werden, vergleichbar der erhéhten Glycerinbildung 
bei der alkoholischen Giarung bei Gegenwart von Sulfit oder 





') A. Garrod, Journ. of Physiol. Bd. 13, S. 616 (1892). 
*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 105, S. 189 (1911) u. Ergebn. d. allg. 
Path., Anat. d. Menschen u. d. Tiere, 20. Jahrg., I. Abt., S. 608 (1922). 
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der Cystinbildung durch Brombenzol im Hundeorganismus.') 
Diesen Giftstoffen entspricht bei der Porphyrinurie dann das 
Sulfonal bzw. andere Gifte. Das carboxylierte Koproporphyrin, 
das Uroporphyrin, scheint das charakteristische Merkmal der 
chronischen Porphyrinurie zu sein. Dies stimmt auch iiberein 
mit den Ansichten von Wei8*), der auf dem Wiener KongreB 
fiir innere Medizin die Ansicht vertreten hat, daB die Por- 
phyrinurie nur ein Symptom einer Krankheit, nicht das aus- 
lésende Moment ist, wobei er sich auf zwei Fille stiitzt, bei 
denen intermittierend Porphyrin zur Ausscheidung gelangte. 
Bei den WeiBschen Fillen ist besonders bemerkenswert, daB 
bei EKintreten der Menses und ebenso beim Eintreten von 
Schwangerschaft eine vermehrie Menge von Porphyrin anfalls- 
weise zur Ausscheidung gelangte. Nach den Untersuchungen 
des einen von uns mit Herrn Zerweck ist bei Graviditit keine 
vermebrte Menge von Koproporphyrin im Harn vorhanden. 
Wir finden hier, wie in jedem normalen Harn auch bei fleisch- 
loser Kost stets Koproporphyrin. 

Wir beniitzen die Gelegenheit, um einen Irrtum zu be- 
richtigen, der uns in unserer Mitteilung iiber einige Pyrrol- 
derivate (diese Zs. Bd. 128, S. 249 [1923]) unterlaufen ist. Die 
Synthese des Dimethylmaleinsiureanhydrids ist bereits vor lan- 
verer Zeit von Rach durchgefiihrt worden (Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 234, S. 35 [1886)). 


Versuche. 


Isolierung von Porphyrinen aus menschlichen Faeces. 


Eine Entleerung (300—400 g) wird mit 200 ccm Alkohol 
und 400 ccm Ather in einer Porzellanschale gut verrieben und 
durch ein Faltenfilter filtriert. Der Extrakt gibt starke Aldehyd- 
und intensive Urobilinreaktion. Der Riickstand wird mit 
100 cem Eisessig und 300 com Ather extrahiert. Der Extrakt 
zeigt hellgelbe Farbe und reagiert positiv auf Ehrlichs 
Reagens. 





1) Baumann u. PreuBe, Diese Zs. Bd. 3, 8. 159 (1879). 
2) Wei8, Snauguraldissertation Miinchen, 1922 Klinik v. Romberg. 








312 Hans Fischer und Karl Schneller, 


Der Kisessigitherextrakt wird zur Entfernung der Essig. 
siure fiinfmal mit Wasser gewaschen. Das Waschwasser zeigt 
intensiven Urobilinstreifen und auf Zusatz von alkoholischem 
Zinkacetat starke Fluorescenz. Die atherische Lisung wird 
dann mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, Die salzsaure 
Lésung ist rotbraun gefirbt und zeigt schwach positive Al- 
dehydreaktion. 


Spektrum der Lésung in 5°/,iger Salzsiure: 


Zwei verwaschene Streifen. Beginn undeutlich bei 610,9, 
endigt scheinbar bei 585,6, setzt sich jedoch weiter fort bis 
560,6, wo ein neuer Streifen beginnt, der unscharf endigt bei 
543,7. Endabsorption bei 528,5. 

In einem zweiten Extrakt mit 5°/,iger Salzsiure ist Por- 
phyrin kaum mehr erkennbar, jedoch scheiden sich dabei 
Schmieren ab. Auffallend ist die kupfer-violettrote Farbung 
der Extrakte, ein Zeichen, da8 darin Gallenfarbstoffderivate 
enthalten sind. 

Nach dem Abfiltrieren von den abgeschiedenen Flocken 
wird mit Natronlauge abgestumpft und Natriumacetat bis zu 
essigsaurer Reaktion (keine Blauung des Kongopapiers) zu- 
gegeben und der Farbstoff in Ather iibergetrieben. Die iithe- 
rische Lisung wurde wiederholt mit Wasser gewaschen, wobei 
»sterkobilin“ in das Wasser geht, was sich durch Braunfirbung 
und spektroskopisch durch starken Urobilinstreifen kundgibt. 
Mit alkoholischem Zinkacetat tritt intensive Fluorescenz ein. 
AuBerdem scheidet sich beim Waschen ein fester Kérper ab. 
Man setzt das Waschen solange fort, bis die waBrige Lésung 
kaum mehr gefarbt ist und den Urobilinstreifen nur noch schwach 
zeigt, was in der Regel nach etwa 5maligem Ausschiitteln mit 
Wasser erreicht ist. Nach jedem Waschen mit Wasser be- 
obachtet man eine Verstirkung des Porphyrinspektrums der 
itherischen Lésung. 

Die itherische Lisung wird filtriert. Die zuriickbleibenden 
Flocken lésen sich auch in konz. Salzsiure nicht. Ein Por- 
phyrinspektrum ist im salzsauren Auszug nicht sicher nach- 
weisbar. 
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Spektrum der atherischen Lésung: 


Schmaler, zarter Streifen im Rot: 624,5—621,8, scheinbar 
minimale Beschattung bei 596,2, die ab 583,4 in einen deut- 
lichen Streifen tibergeht, der bei 566,2 endigt. Ein dritter 
Streifen liegt bei 546,6—525,6, ein vierter bei 510,7—486,6. 
Endabsorption bei 433,0. 

Die atherische Lisung wird dann mit 25°/,iger Salz- 
siure ausgezogen. 


Spektrum der Lésung in 25°/iger Salzsiure: 


Die Beschattung ist deutlich bei 597,5—591,1. Ein da- 
zwischen liegender Streifen ist kaum meBbar. Ein zweiter 
deutlicher Streifen liegt bei 558,0—543,2. 

Die 25°/, ige salzsaure Lésung wird nach dem Abstumpfen 
mit Natronlauge und Zusatz von Natriumacetat wieder in 
Ather iibergetrieben. Nach 2maligem Waschen hatten sich 
wieder Flocken abgeschieden, die sich als Verunreinigung 
erwiesen. 


Spektrum der itherischen Lésung: 


625,6—621,3, dann Vorbeschattung und unscharf ab 599,6, 
deutlich ab 582,5—565,7 (dieser Streifen macht den Ein- 
druck eines Doppelstreifens). Nach Vorbeschattung (539,1—) 
534,3—524,7. Nach Vorbeschattung 506,5—485,7. End- 
absorption bei 432,5. 

Nach dieser griindlichen Reinigung wird die idtherische 
Lésung nochmals mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert und nun 
erst ein einwandfreies saures Porphyrinspektrum erhalten, wie 


in der Tabelle am Ende der Abhandlung angegeben. 


Spektrum der Lésung in 5°/,iger Salzsiure: 
Zwei verschiedene Streifen: 595,0—587,7; 553.9—543,5. 


In zwei weiteren Fallen (Schubert, Zerweck) wurde bei 


i der Verarbeitung des Kotes genau derselbe spektroskopische 


Befund mit allen Einzelheiten erhoben. Es wurde immer eine 


' ganze Entleerung (zwischen 300 und 450 g) verarbeitet. Im 
: Falle 2 ergab sich nur ein schwacher spektroskopischer Befund, 
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im Falle Sch. war er intensiver. In allen Fallen war die Kost 
wihrend der Versuchszeit chlorophyllfrei. 
Blut-Fiulnis-Porphyrin (Porphyrin Kimmerer). 

Ansatz: 20 ccm Niahrbouillon, 1 ccm Blut, 3 Osen Stuhl- 
aufschwemmung (ein kirschgroBes Stiick verriithrt mit 30 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung) Im Brutschrank bei 37° 
5 Tage stehen lassen. 

Die Kultur (etwa der 20 fache Ansatz) wird nach 5 Tagen 
verarbeitet. Mit derselben Menge Kisessig (CO,-Entwicklung) 
und mit dem doppelten Volumen Ather etwa 1 Minute kriiftig 
durchgeschiittelt, im Scheidetrichter getrennt, erhalt man eine 
braun gefirbte, atherische Lésung, die zur Befreiung von Essig- 
siure 5mal mit Wasser gewaschen und dann mit 5°/,iger Salz- 
sdure ausgeschiittelt wird. Das Porphyrin geht mit intensiv 
roter Farbe in die Salzsiiure iiber und zeigt darin charak- 
teristische Fluorescenz. 


Spektrum der Lésung in 5°/,iger Salzsiure: 

Starker Streifen an der Grenze zwischen rot und griin 
605,83—595,7 Sehr schw. Streifen: 576,5—574,0 st. Streifen 564,6—544,0 
603,2—594,3 577,0—575,2 561,7—543,0 
607,9—593,7. 581,7—576,0 565,6—543,8. 

Die salzsaure Liésung wird nach Zugabe von Natrium- 
acetat bis zu kongo-negativer Reaktion mit Ather ausgeschiittelt 
und die atherische Liésung im Vakuum eingeengt. 


Spektrum der itherischen (Hisessig enthaltenden) Lé- 


sung: 
Starker Streifen 636,8—628,5 Schwiicher werdend bis 619,4 
635,0—628,2. 619,8. 
Schwacher Streifen 587,9 Stiirker werdend bei 578,5—572,6 
587,8. 577,6—572,4. 


Setzt sich fort bis 564,9 2 etw. verw. Str. 545,6—528,8 u. 516,4—484,9 | 7 

566,0. 544,1—526,2 u. 514,1—485,6. | 

Jede Verdiinnung mit Ather muB eine enorme Verschiebung 

der Banden bedingen; denn Porphyrine geben in LHisessig allein 
das ,saure Porphyrinspektrum“. 

Eine Chloroformlésung des Porphyrins zeigt im auffallenden 

Licht blutrote, im durchfallenden Licht vioclette Fluorescenz. 
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Nach weiterem EKindunsten der atherischen Liésung, wobei 
also eine Anreicherung an Kisessig erfolgt, wird folgende Ab- 
sorption gefunden: 


Spektrum der Hisessiglésung: 
610,5—597,6; 569,0—540,0; Forts. bis 509,1; Endabs. 403.3 
611,2—596,2; 571,4—539.2; .. .. 508.9; . 402.9. 
Nach nochmaliger Uberfiihrung in 5°/,ige Salzsiure und 
Ausschiitteln mit Ather zeigt sich folgendes Spektrum: 


Spektrum der atherischen Lésung: 


Starker Streifen 635,2—630,0, schwiicher werdend bis 
619,0. Schwacher Streifen ab 588,0, der stark wird bei 
577,5—572,3 und wieder schwicher bis 563,7. Starker Streifen 
544,6—522,0 und 515,0—481,2, Endabsorption 445,6. 
Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: 

606,7—598,8; 565,0—548,7; Abs, setzt sich fort bis 542,0. 

604,6—600,2; 565,0—550,9. 

Nach weiterer Verdiinnung mit 25°/,iger Salzsiure: 

604,2—601,3; 563,0—550,0 (unsicher). 

Beim Waschen der Eisessig-Ather-Lisung mit Wasser 
scheidet sich schon nach dem ersten Zusatz von Wasser ein 
brauner Niederschlag ab, der in verdiinnter Salzsiure lis- 
lich ist, wobei aber nur minimale Rotfairbung eintritt und 
Porphyrin spektroskopisch kaum nachweisbar ist. Vollstindig 
lést sich der braune Niederschlag in konz. Salzsiure. Die 
Lésung gibt schwache Berlinerblau-Reaktion. 

Aus der Kisessiglésung hatten sich nach dem Stehen iiber 
Nacht schén ausgebildete Blittchen abgeschieden. Krystallo- 
graph. Befund") kleine, parallel ausléschende, langgestreckte 
Blattchen, die raschere Welle parallel der liingeren Kante, 
braun-gelbe Farbe. 

Kine Probe der Abscheidung wird in n/10-Natronlauge 
gelést. Bei Zusatz von mehr Natronlauge fallt ein schwer 
lésliches Natriumsalz aus. 


*) Herr Dr. Steinmetz hatte die Giite, die Krystalle zu unter- 
suchen. 
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Spektrum in n/10-Natronlauge: (In dicker Schicht) 


658,8—641,0: Beschattung setzt sich fort bis 623,6; nach 
Vorbeschattung 597,8—567,0; 553,7—535,1; 518,3—499,2 (Ende 
undeutlich erkennbar). 

Mit einer Lésung des Porphyrins in n/100-Natronlauge 
und einigen Tropfen n/10-Natronlauge wurden Sensibilisierungs- 
versuche auf Paramaecien angestellt: 

Mit 6 Tropfen der sehr verdiinnten Lésung trat im Sonnen- 
licht nach 30 Minuten Absterben der Paramaecien ein. Mit 
12 Tropfen war nach 10 Minuten alles tot. Die Dunkel- 
kontrollen blieben am Leben, nach Belichtung trat ebenfalls 
Absterben ein. 


Einfiithrung von Hisen in das Kaimmerersche Por- 

phyrin. 

Kine Probe des Riickstandes einer atherischen Lésung des 
Porphyrins wird unter leichtem Erwirmen in Kisessig gelist. 
Nach Zugabe von Ferroacetatlésung und wenig Kochsalz in 
der Hitze wurde 12 Stunden stehen gelassen, in einem Chloro- 
formauszug kann das Haiminspektrum deutlich erkannt werden. 
Aus der Eisessiglésung scheiden sich rotbraun gefirbte feine 
Nadeln von ,,Kaimmerer-Himin“ ab. Der Riickstand aus der 
Chloroformlésung ergibt nach Zusatz von Pyridin ein deutliches 
Hamochromogenspektrum. 


Spektrum des Eisensalzes mit Pyridin: 


562,8—551,8, 530,6—518,8. 

557,38 524.7 
Spektrum des Eisensalzes in Chloroform: 
658,9—635,4, 555,0—5378. 

647,1 546,4 


Durch Zusatz von Pyridin zur Chloroformlésung wird 


folgendes Spektrum erhalten: 
565,1—-551,4, 536,3—518,0. 
558.1 527,1 
Nach Zusatz von Eisessig zwecks eventueller Abspaltung von 
Eisen wird Ather zugesetzt und mit Wasser verdiinnt. Es geht 
jedoch nichts aus der essigsauren Lésung in den Ather iiber. 
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Ehe wir die porphyrinhaltigen Kimmererschen Faulnis- 
versuche erhielten, hatten wir selbst Versuche angestellt, durch 
spontane Faulnis von Blut Porphyrinbildung zu erzielen. Aber 
alle unsere Versuche sind negativ verlaufen. Allerdings haben 
wir immer in ziemlich groBem Maf8stab gearbeitet, um eine 
fir die chemische Isolierung nétige Menge zu erhalten. Durch 
die spontane Faulnis des unverdiinnten Blutes trat auch eine 
Verinderung des Blutfarbstoffes ein, die sich darin zeigte, 
daB eine nach 10 Tagen herausgenommene Probe negative 
Teichmannsche Reaktion ergab. Auffallenderweise war um 
diese Zeit die Takayamasche Himochromogenprobe noch 
positiv und erst nach weiterer Faulnis von 2monatlicher Dauer 
war auch die Takayamasche Probe negativ. Welche Ver- 
inderungen dabei der Blutfarbstoff erleidet, muB noch fest- 
gestellt werden. Nachdem Kammerer die Bedingungen, unter 
denen Porphyrine entstehen, festgestellt hatte, versuchten wir, 
an Stelle der von ihm angewandten Nihrbouillon eine Faulnis 
bei Gegenwart von Leitungswasser bei 37° C zu_ erzielen. 
Auch hier konnte bis jetzt keine Porphyrinbildung festgestellt 
werden, obwohl wir auch in einzelnen Fallen von Kimmerer 
geeignete Stuhlaufschwemmungen erhielten. Es ist jedenfalls 
notwendig, sich genau an die Kammerersche Versuchsanordnung 
zu halten. 


Isolierung von Porphyrinen aus menschlichen Faeces 
nach Einnahme von Blut. 


Als Versuchsperson diente der andere von uns, Herr 
Schneller. Nachdem festgestellt war, daB in dem Schneller- 
schen Kot nur wenig Koproporphyrin normalerweise enthalten 
war (vgl. S. 10), wurde wahrend eines Zeitraums von 5 Wochen 
im Mai/Juni, also zur Zeit der intensivsten Sonnenstrahlung 
tiiglich in wechselnder Menge Blut eingenommen, maximal an 
einem Tag 100 ccm, spater taglich 10 ccm. Es hat sich 
nimlich herausgestellt, daB durch die Vermehrung der Ein- 
nahme der Blutmenge keine erhéhte Ausbeute an Porphyrin 
erzielt wurde, sondern im Gegenteil die Verarbeitung durch 
das iiberschiissige Blut auBerordentlich erschwert wurde. Zum 








318 Hans Fischer und Karl Schneller, 


Gelingen des Porphyrinnachweises ist es wesentlich, daB die erste 
Extraktion mit Alkohol-Ather sehr griindlich vorgenommen wird 
und hierbei nicht an diesen, wenn auch teueren Lésungsmitteln 
gespart wird. Wir haben pro Stuhl durchschnittlich 300 ccm 
Alkohol und 500 ccm Ather verwendet, war der Stuhl diarrhoisch 
auch weniger. Das Resultat war immer eindeutig. Immer 
wurde neben der Spektralerscheinung des Koproporphyrins die 
des Kimmererschen Porphyrins beobachtet. In einer eigens 
angesetzten kiinstlichen Mischung von reinem Koproporphyrin 
und reinem Kimmererschen Porphyrin in Ather wurde bei 
der Spektralbeobachtung folgendes Resultat beobachtet. 


Vergleich der spektroskopischen Erscheinungen des 
Koproporphyrins und des Kimmererschen Porphyrins 
in Ather bei Gegenwart von Essigsiure. 


Colorimetrisch kénnen beide Porphyrine leicht auf den 
gleichen Farbton abgestimmt werden, da beide in der Farbe 
in itherischer Lésung iibereinstimmend sind. Atherische 
Lésungen von gleicher Farbintensitat geben folgendes spektro- 
skopische Bild. 


Koproporphyrin in Ather: (sehr schwach) 


626,2—621,2, 600,0—594,6. 
623,7 597,3 
578,9—563,6(—557,9), 532,5—524.,6, 505,8—491,5. 
571,2 528,5 498,6 


Kimmerers Porphyrin in Ather: (Vgl. S. 314) 


635,2—630,0(—619,0), (588,0—)577,5—572,3(—563,7), 
632,6 (627,1) (580,1) 574,9 570,6 
544,6—522,0 515,0—481,2 
533,3 498,1 


Jetzt untersuchten wir kiinstliche Mischungen. 

Durch den Zusatz von Koproporphyrin zu dem Kimmerer- 
schen Porphyrin erschienen der erste und zweite Absorptions- 
streifen verdoppelt und man hat den Eindruck zweier iber- 
einander projizierter Spektren: 





Na 


4 


SH 
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Nach ger. Vorbesch. 635,5—629,2 u. 625,9—620,6. (589,0—) 578,5— 
632,3 623,2 (580,7) 
570,5—564,3. 
567,3 
541,7—528,5 (—523,4). 
535,1 (532,5) 
511,2—485,8 (unscharf). Endabs. 439,5. 
498,5 
Kine Zugabe von mehr Koproporphyrin lieB das Doppel- 
spektrum wieder erkennen, nur ergab sich insofern eine Ande- 
rung, als jetzt der erste Streifen, also der nach dem Rot-Griin 
gelegene schwicher ausgebildet war als der zweite Streifen, 
d.h. der nach dem Gelb hin gelegene Streifen: 


Spektrum der Mischung in Ather: 


Schwicher Stirker 
636,6—630,5 626,5—620,4. 597,8—595,1 (schwach). 
633,5 596,4 
Nach Vorbesch. 5s f : 570,5—565,7. 
568,1 
ger. Vorbesch. ! 


Vorbesch. 508,6—482,0. Endabs. 435,7. 
495,3 


/ 


Die zuletzt gemessene Lésung wurde mit 25°/ iger Salz- 
siure ausgeschiittelt. 


Spektrum der Mischung in 25°/,iger Salzsiure: 
(607,0—)599,8—591,8. Besch., stirker werdend bei 562,7—543,2(—539,5). 

(599,4) 595,8 552,9 (551,1) 

In den Basizititsverhiltnissen laBt sich ein Unterschied 
zwischen dem Kimmererschen- und Koproporphyrin nicht er- 
kennen. Beide gehen sowohl in 3°/,ige, als auch in 5°/,ige 
Salzsiure sehr leicht iiber. 

So ist festgestellt, daf& beide Porphyrine nebeneinander 
nachweisbar sind, ein Verhalten, das bis jetzt nur bei diesen 
Porphyrinen beobachtet wurde. 

Wir beschreiben nunmehr zunichst einen Versuch nach 
einer Kinnahme von 10 ccm Blut. 
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Der Stuhl wird mit 300ccm Alkohol und 500ccm Ather 
verrieben, filtriert’ und der Riickstand zweimal mit Ather ge- 
deckt, dann mit 450 ccm Ather und 150 ccm Kisessig ver- 
rieben und nochmals filtriert. 

Die alkoholisch-atherische Lésung ist tief rotbraun ge- 
farbt und zeigt starken Urobilinstreifen und mit alkoholischem 
Zinkacetat starke Fluorescenz. 

Die Eisessigitherlésung wird dreimal mit Wasser ge- 
waschen, sie zeigt starkes charakteristisches Himinspektrum. 
Die atherische Loésung wird mit 5°/,iger Salzsiure aus- 
gezogen. Die salzsaure Lésung ist rotbraun gefairbt und 
scheidet nach lingerem Stehen Flocken (Hiimatin?) ab. 


Spektrum der 5°/,igen HCl-Lésung: 
600,1—581,3; nach geringfiigiger Vorbesch. 556,1—542,0 
601,8—580,7 557,0—589,4. 
590,9 548,6 
Ferner starker Urobilinstreifen 509,2—468,8. 

Nach Zusatz von Natriumacetat bis zu essigsaurer Re- 
aktion (schwach auf Kongo) wird das Porphyrin in Ather 
iibergetrieben. Auffallend ist, daB die  eisessigwiBrige 
Lisung fast starker rotlich gefarbt ist, als der Ather- 
extrakt. Ein Porphyrinspektrum konnte darin nicht festgestellt 
werden, im Gegensatz zum Ather, der ein deutliches_,,alka- 
lisches Porphyrinspektrum“ zeigte. Die iatherische Loésung 
wird zur Entfernung der Essigsiure mehrmals mit Wasser 
gewaschen, wobei sich braun-schwarze, amorphe Massen, 
offenbar Abbauprodukte des Blutfarbstoffes, abscheiden. Es 
wird solange mit Wasser ausgeschiittelt, bis das Wasch- 
wasser vollkommen farblos ist. Mit zunehmendem Waschen 
wird das Porphyrinspektrum immer deutlicher. 


Spektrum dieser atherischen Lésung: 


Man hat den EKindruck, als ob zwei Spektren iibereinander 
projiziert wiren: 
635,1—629,1 (scharf), 625,9—619,5 (ziemlich scharf), 
632,1 622,7 


der zweite Streifen ist am stirksten. 





Su 


Sh 


DH 
































Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine III. 


Nach geringer Vorbeschattung deutlich bei 579,7—572,4. 
576,1 

F Ferner deutlich bei 570,2—563,9. Nach Vorbesch. 548,0—520,9. 
- &§ 567,1 534,4 

] Nach ger. Vorbesch. deutlich bei 509,8—482,9. Endabs. 488,1. 
_ - 496,3 
1 § Die atherische Lisung wurde dann mit 25°/, iger Salz- 
_ siure extrahiert. 


Spektrum der 25°/,igen salzsauren Lésung: 


. ' Man hat wieder den Eindruck zweier iibereinander ge- 
1 [£  lagerter Spektren. 


Beginn der ersten Beschattung (607,1), 1B 
intensiv bei 597,0—589,2, Verwasch. Str. bei (579,4—) 560,8—540,4. 
(598,1) 593,1 (454,9) 550,6 


Das Porphyrin wurde dann wie oben wieder in Ather 
iibergetrieben. 


Spektrum dieser aitherischen Lésung: 


_&- 635,4—629,4. Ziemlich scharf bei 625,2—619,6. 
r 632,4 622,4 
* Nach Vorbesch. 579,0—578,2. 569,5—564,7, 
- 576,1 567,1 
r - - 540,8—522,4. Nach Vorbesch. 511,0—481,0. 
It | 531,6 496,0 
ie Endabs. 444,5. 
g &§ Nach dem spektroskopischen Befund handelt es sich hier 
rr  — also um ein Gemisch von Koproporphyrin una dem Kimmerer- 
n, —  schen Porphyrin. i 
iS Die itherische Lésung lieB nach dem EKinengen mikro- +e 
1- [ skopisch zwar Krystalle erkennen, aber trotz Anwendung der 44 
n guten Reinigungsmethoden sind sie reichlich von Schmieren 
durchsetzt. 


Ks eriibrigt sich die Beschreibung der weiteren Versuche 
mit wechselnden Blutmengen wiederzugeben. 10 ccm Blut haben 
sich als die giinstigste Menge ergeben, jedoch ist die Verarbeitung ‘ 
der Darmbakterien auf das Porphyrin keineswegs quantitativ. oft 
Wenn man die gleiche Menge Blut in vitro nach Kimmerers s 
Verfahren mit geeigneten Bakterien ansetzt, so erhalt man 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX. 21 


er 
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eine betrachtlich héhere Ausbeute an Porphyrin. Die Passage 
durch den Organismus ist daher priparativ nicht von Vorteil, 

Mit den oben erwiilnten Riickstiinden von verschiedenen 
Darstellungen von Kimmerers Porphyrin aus Kot und dem 
analog gewonnenen Kotextrakt aus normalem Stuhl (also ohne 
Bluteinnahme) haben wir Sensibilisierungsversuche angestellt 
und gefunden, daB der nach Bluteinnahme erhaltene Riickstand 
auf Paramaecien intensiv sensibilisierend wirkt, im Gegensatz 
zu dem normalen Koproporphyrin. 

Zwei solche Riickstinde (nach Bluteinnahme) wurden mit 
Paramaecienaufschwemmungen versetzt und die Hilfte als 
Dunkelkontrolle ins Dunkle gestellt, wihrend die andere 
Halfte in die strahlende Sonne kam. Nach 10 Minuten 
lagen bei den Lichtversuchen simtliche Paramaecien tot am 
Boden, wihrend die Dunkelkontrollen lebten, auch noch nach 
2—3 Stunden. Nach dieser Zeit wurden sie an die Sonne 
gebracht, wo innerhalb 10 Minuten der Tod eintrat. Im 
Gegensatz dazu wurden bei dem analog angesetzten Extrakt 
aus normalem Kot auch bei stundenlanger Belichtung durch 
die Junisonne keinerlei Wirkung beobachtet. Verwendet 
wurde immer nur der Extrakt aus einem einzigen Stuhl, der 
schwach, aber deutlich das Porphyrinspektrum zeigte. Nach- 
dem so festgestellt war, daB das durch Faulnis im Darm ent- 
stehende Kimmerersche Porphyrin genau so wie das im 
Reagenzglas auf biologischem Wege dargestellte Porphyrin eine 
intensive Lichtgiftigkeit besitzt, wurde die Sonneneinwirkung aut 
Herrn Schneller untersucht. Nach 19 tagiger, ununterbrochener 
Einnahme von tiaglich durchschnittlich 50 ccm Blut und nach- 
dem des Ofteren festgestellt war, daB Schnellers Kot 
Kimmerers Porphyrin enthielt, setzte sich Herr Schneller 
1 Stunde auf dem Dach der Technischen Hochschule in die 
Mittagsonne. Es wurde belichtet: das Gesicht und der linke 
Arm — keinerlei Wirkung, auch keine Temperatursteigerung 
(9. VI). Am darauffolgenden Tag war Herr Schneller min- 
destens 21/, Stunden in der strahlenden Sonne, ohne irgend- 
welche Einwirkung zu verspiiren. 8 Tage danach wurde der- 
selbe Versuch wiederholt, mit negativem Erfolg. 
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Einwirkung von Natriumamalgam auf Hamin. 


_ Die Uberfiihrung von Hamin in Porphyrin mit Natrium- 
amalgam wird zweckmiBig nur in geringen Mengen ausgefihrt. 
Man lést 0,1 g Hamin in wenig n/10-Natronlauge auf und 
schiittelt die Lésung mit 3—4 g Natriumamalgam 5 bis 
10 Minuten kriftig durch. Die Lésung wird dadurch voll- 
stindig entfirbt. Druck ist in dem GefaéB nach dem Offnen 
nicht vorhanden. Das Reaktionsprodukt wird in etwa 20 ccm 
Kisessig eingegossen und nach Zusatz von Ather mit Wasser 
entmischt. Der Ather farbt sich intensiv rot und wird von 
der waBrigen, essigsauren Schicht getrennt und von Verun- 
reinigungen filtriert. Die filtrierte Lésung dunkelt sehr schnell 
nach und ergibt Porphyrinspektrum. 

Nun wird der Atherextrakt mit 5°/,iger Salzsiure aus- 
geschiittelt, die das Porphyrin unter Ausscheidung eines volu- 
minésen Niederschlages teilweise aufnimmt. 


Spektrum der 5°/,igen salzsauren Lésung: 
Nach ger. Vorbesch. 604,3—592,4 564,8—540,3 . 
598,3 552,5 
Andeutung eines Streifens bei 518,0—503,2. 
510,6 
Spektrum der 25°/,igen salzsauren Lésung: 
606,5—593,5—(591,9) 562,4—545,8. 


600,0 (599,2) 554,1 
Verwasch. Streifen 525,9—498,3. 
512,1 


Das Spektrum ist im wesentlichen dasselbe wie in der 
5°/,igen Salzsiure, nur ist in dieser eine Verschiebung nach 
Blau hin eingetreten, wie immer bei den Porphyrinen. 

Aus der 5°/,igen Salzsiure wird das Porphyrin durch 
Zusatz von Natriumacetat und Lauge in Ather iibergetrieben. 
Der Ather firbt sich schén rosa. Von geringfiigigen Ab- 
scheidungen wurde filtriert. 


Spektrum der itherischen Lésung: 
634,0—630,0 627,5—623,3 (590,0—)583,2—568,0 

632,0 625,4 (579,0) 575,6 
rg 
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Nach ger. Vorbesch. 541,5—527,0 514,0—484,7. 
584,2 499,3 
Der Atherriickstand kann in n/10-Natronlauge ohne Ab- 
scheidung eines Natriumsalzes gelést werden. Auf Zugabe 
von mehr Natronlauge scheint sich jedoch nach lingerem 
Stehen ein Na-Salz abzuscheiden. 


Spektrum der Lésung in n/10-Lauge: 
Nach Vorbesch. verwasch. bei 636,9—619,4; nach Vorbesch. 585,3 —565,5 
628,1 575,4 
554,0—535,9 
544,9 509.5 

Diese Werte stimmen nicht mit den fiir das Kim- 
merersche Porphyrin in Natronlauge gefundenen Werten 
iiberein, jedoch ist die Méglichkeit vorhanden, da8 ein Ge- 
misch vorliegt. 

Wir geben zum Vergleich eine tabellarische Ubersicht 
der wichtigsten spektroskopischen Messungen (es sind nur die 
Streifenmitten angegeben). 

Stets wurde die Streifenmitte so bestimmt, daB als Beginn 
und Ende des Streifens die starkste Beschattung angenommen 
wurde. Oft war eine Vorbeschattung vorhanden; wo diese 
beriicksichtigt ist, ist dies als 2. Streifenmitte in Klammer 


524,0 ~495,1 








gesetzt. 








5°/,ige Salzsiure 





Kopro- 
porphyrin 


Kimmerers 
Porphyrin 


Na-amalgam 
Porphyrin 


Stuhl ohne 
Blut, ohne 
FleischgenuB 


Stuhl mit 
Blut 


Mischung von 
Kimmerers u. 
Kotporphyrin 





590,4 547,5 
600,8 578,8 554,7 
598,83 552,5 (510,6) 


591,3 548,7 


590,9 548,8 489,0 





25°/,ige Salzsiure 


Ather 








598,6 (577,2) 553,4 
602,5 556,8 
600,0 (599,2) 554,1 


512,1 
594,3 550,6 


593,1 (598,2) 550,6 
(554,9) 

(599,4) 595,8 552,9 
(551,1) 





623,7 (597,3) 571,2 
528,5 498,6 

632,6 (627,1) 574,9 (570 
5338,3 498,1 

632,0 625,4 575,6 (579. 
534,2 499,8 


623,4 574,1 (582,6) 5298 
(581,9) 496,1 


632,4 622,4 576,1 567)! 
531,6 496,0 

631,9 623,2 596,4 577, 
568,1 530,3 495,3 
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Die Beobachtungen werden mit einem von Zeiss in Jena 
gelieferten Gitterspektroskop nach F. Léwe?) mit Wellen- 
langenschraube gemacht. 

Es ist uns eine angenehme Pflicht der Hajime Hoshi- 
Stiftung fiir die Zuwendung namhafter Mittel, mit Hilfe derer 


die vorliegende Untersuchung durchgefiihrt wurde, unseren 
verbindlichsten Dank auszusprechen. 


) Verhandlungen d. deutsch. physik. Ges. Bd. X, S. 671 (1908). 








Untersuchungen iiber die Gallensdiuren XVII. 


Uber Iso-desoxycholsaure. 
Von 
Heinrich Wieland, Ernst Honold und José Paseual-Vila. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1923.) 


Die Stellung der alkoholischen Hydroxylgruppen in den 
drei Gallensiuren der Rindergalle, der Cholsiure, C,,H,,0,, 
Desoxycholsiure, C,,H,,O, und Lithocholsiure, C,,H,,0, ist 
durch die bisherigen Arbeiten mit Sicherheit festgelegt. Sie 
befinden sich in der Cholsiure in 3, 7, 13, in der Desoxychol- 
siure in 3 und 7, in der Lithocholsiure in 3. Das nach- 
stehende Formelschema der Cholsiiure unterrichtet iiber diese 
Verhiltnisse. 

CH, 
“2, 
HOHC: uCH 
| | C,.H,,- COOH 


CH vw H 


(I.) gs 
H,C: ae 


| | 
HOHC: ;CH .CHOH 


eee 
CH, CH, 

Durch Einwirkung von Wasser abspaltenden Mitteln ist 
es Boedecker!) gelungen, die Cholsiure in zwei isomere un- 
gesittigte Dioxysiiuren iiberzufiihren, die, nur durch die Lage 
der Doppelbindung unterschieden, sich von der Desoxychol- 
siure ableiten, also die gleiche OH-Gruppe als Wasser ver- 
loren haben. 





1) Chem. Ber. Bd. 53, S. 1852 (1920); Bd. 54, S. 2489 (1921); Bd. 55, 
S. 2302 (1922). 
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Wahrend die eine der beiden Siiuren, die Apocholsiure, 
eine gegen katalytisch erregten Wasserstoff stabile Doppel- 
bindung enthilt, ist die zweite Dioxycholensiure zur Desoxy- 
cholsiure hydrierbar. Bei der Bildung dieser Siduren ist die 
OH-Gruppe von C,, als Wasser abgespalten worden. 

Wir haben auf einem andern Weg ein Hydroxyl der Chol- 
siure durch Wasserstoff ersetzt und sind dabei zu einer mit 
Dexoxycholsiiure isomeren Dioxycholensiure gekommen, deren 
OH-Gruppen an C, und C,, haften. Dieser Ubergang wurde 
vermittelt durch die Beobachtung, daB die Ester der Cholsaiure 
in einem indifferenten Lésungsmittel mit Phosgen in ganz 
clatter Reaktion zu einem Chlorkohlensiureester zusammen- 
treten. Die Reaktion bleibt bei der Veresterung einer OH- 
Gruppe stehen und zwar ist es die im Ring I (Formel II), wie 
sich im weiteren ergeben wird. Mit Ammoniak und Aminen 
setzen sich die Chlorkohlensiureester in der iiblichen Weise 
zu Urethanen der Cholsiureester um. 


CH, CH, 
i Pi 
HOCH CH HOCH CH 
| | Cy Hi, 5 COOCH, | | C, oH, r COOH 
CH CH CH CH 
CH, S——cu, CH, 6—cuH, 
| | | | | | 
ClOC-O—CH CH CHOH CH, CH CHOH 
See ee Ral Nig 
CH, CH, CH, GH, 


Erhitzt man den 3-Chlorkohlensiure-Cholsiuremethylester (I) 
iiber seinen Schmelzpunkt, so spaltet er Kohlendioxyd ab und 
geht in 3-Chlor-7, 13-Dioxycholanester iiber, der mit alkoho- 
lischem Kali zur entsprechenden Siéure verseift wird. Das 
Chlor haftet hier mit auBergewéhnlicher Festigkeit am Kohlen- 
stoff. Es ist weder durch nascierenden oder katalytisch akti- 
vierten Wasserstoff, noch auch durch stundenlange Einwirkung 
von alkoholischem Kali oder von Aminen aus seiner Bindung 
zu bringen. Erst durch langes Kochen mit Natriumamylat 
war es zu entfernen. Es entsteht als Produkt dieses EKingriffs 
die chlorfreie, mit den erwihnten Saiuren isomere ungesittigte 
Saure, die 4-2,3- oder 4-3,4-7,13-Dioxycholensiure. Sie laBt 
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sich, zum Unterschied von der Apocholsiure, durch Pailadium 
und Wasserstoff hydrieren und liefert so die Iso-desoxychol- 
saure (III). Die gesittigte Saure hat bei der Oxydation mit 
Chromsiure die gleiche Diketocholansiure ergeben, die fast 
gleichzeitig von Wieland und Boérsch?) und von Borsche’) 
bei der unvollstandigen Reduktion der Dehydrocholsiure (3, 7, 13- 
Triketocholansaure) mit der Methode von Clemmensen erhalten 
worden war. Wir wissen, daB unter diesen Umstiinden die 
Ketogruppe an der Stelle 3 im Ring I zuerst reduciert wird; 
denn in gleicher Weise ist durch partielle Reduktion der 
Dehydro-desoxycholsiure (3,7-Diketocholansaéure) eine Mono- 
ketocholansiure erhalten worden, deren Ketogruppe sich be- 
stimmt im Ring II an Stelle 7 befindet, da ihr Oxydations- 
produkt, die dreibasische Saure, C,,H,,O,*) mit der durch 
Oxydation der Lithocholsiure dargestellten Lithobiliansiure 
nicht identisch ist, sondern Ring IJ aufgespalten enthilt. 
Daraus ergibt sich fiir die neue Dioxycholansiure die Stellung 
der OH-Gruppen in 7 und 13. 

Von den drei méglichen, von der Cholsiure ableitbaren 
Dioxycholanséuren, die vielleicht alle biologische Bedeutung 
haben, fehlt jetzt nur noch die 3,13-Dioxysiure. Die isomere 
Hyo-desoxycholsiure von Windaus leitet sich von der stereo- 
isomeren Hyocholansiure ab und triagt die beiden OH-Gruppen 
wahrscheinlich in 4 und 7. 

In Gemeinschaft mit Herrn S. Michael hat der eine von 
uns die erwahnte Diketocholansiure durch Oxydation mit 
Salpetersiure unter Aufsprengung der beiden Ringe in eine 
fiinfbasische Saure C, 115,04, iibergefiihrt, die sich in genau 
der gleichen Weise bildet wie Choloidansiure aus Desoxychol- 
siure (iiber Dehydrodesoxycholsiure). Diese Siure, die wir als 
Isocholoidansaure bezeichnen, entsteht in so geringer Ausbeute, 
daf sich ihr weiterer Abbau verbot. Ihre Konstitution driickt 
sich in nachstehender Formel (IV) aus. 





1) Diese Zs. Bd. 106, S. 190 (1919). 
2) Chem. Ber. Bd. 52, va 1353 (1919). 
8) Diese Zs. Bd. 110, S. 128 (1920). 
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' COOH 
. CooH UH 
_ | | | | Ch. COOH 
Nit CH CH | 
St | Fite oll (IV.) “ 
. 2 GH, O——CH, Le 
im | | | ae 
3 CH, CH COOH >) 
en f— CH, COOH a 
ie Die Reaktion mit Phosgen verliuft ebenso glatt wie mit q 
d; fF} den Estern der Cholsiure mit denen der Desoxycholsiure | 
er und mit Cholesterin. Die gewonnenen Chlorkohlensiureester ul 
‘O- — werden hier auch beschrieben. Ebenso sind die aus ihnen 7 
e- fF leicht erhaltlichen Urethane dargestellt worden. " 
is- §f if 
ch — 3-Chlorkohlensaiureester des Cholsiuremethylesters. i 
re — In die Suspension von 20g Cholsiéureester in 40 ccm i 
it. [} absolutem Ather leitet man, ohne zu kiihlen, einen kraftigen : 9 
ng f Strom von Phosgen ein. Das suspendierte Material lést sich lh 
' nach und nach, aber noch ehe volle Lisung eingetreten ist, iy 
en — beginnt das Reaktionsprodukt sich in schéner Krystallisation 
ng — auszuscheiden. Durch haufiges Schiitteln wird die Umsetzung 
ere ff beschleunigt, deren Ende (nach etwa 2 Stunden) man leicht 
e0- erkennt. Man saugt unter tunlichem, aber nicht Angstlichem 
en  Ausschlu8 von Luftfeuchtigkeit ab, wischt 2 mal mit absolutem 
Ather und trocknet im Vakuumexsiccator. Zur weiteren Ver- 
on ff arbeitung ist der Ester geniigend rein, fiir die Analyse hat 
mit — man ihn aus warmem Ather umkrystallisiert. Ausbeute an 
ine — Rohprodukt vom Schmelzp. 134° 18g, aus der Atherlésung 
au — lassen sich noch einige Gramm herausbringen. Was nicht 
ol- mehr krystallisiert, kann durch alkalische Verseifung in Chol- 
als sure zuriickverwandelt werden. 
ite, Der Schmelzpunkt der reinen Substanz liegt bei 140—141° 
ckt ‘unter Aufschiumen). 
0,1342 g Substanz gaben 0,3178 g CO, und 0,1052 g H,O. 
0,1322 g * »  0,38122¢ CO, ,, 0,1012¢g ,, 
0,1820 g a 5 09,0532 g AgCl. 
C,sH,,O,Cl (484,5) Ber. C 64,36°/, H 8,52°, Cl 7,81°/, 


Gef. ,, 64,59, 64,41  ,, 8,77, 8,57 »» 1,28 
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3-Chlor-7,13-Dioxycholansiure. 

Der Chlorkohlensiureester spaltet beim Schmelzen in 
quantitativer Menge Kohlendioxyd, in geringem MaBe aber 
auBberdem noch Chlorwasserstoff ab. 

4,7272 ¢ Substanz verloren beim '/, stiindigen Erhitzen im Stick- 
stoftstrom 0,400 g CO, = 8,5°/,, ber. 9,0°/). 

2,1456 g Substanz verloren 0,027 g HCl = 1,3°/,, ber. fiir 1 Mol 


Die Schmelze wird nach dem Erkalten in wenig siedendem 
Alkohol gelést. Nach Zugabe von 3 Mol. in Alkohol gelésten 
Natriumathylats wird '/, Stunde gekocht, dann mit Wasser 
verdiinnt und schlieBlich mit Schwefelsiiure die chlorhaltige 
Saure aus der klaren Liésung ausgefallt. Nach dem Trocknen 
krystallisiert man aus Alkohol um und erhilt so farblose 
Nadeln vom Schmelzpunkt 196—197° Wiederholtes Umkry- 
stallisieren iindert den Schmelzpunkt nicht. Die Analysensub- 
stanz wurde im Hochvakuum bei 120° auf konstantes Gewicht 


gebracht. 
0,1718 g Substanz gaben 0,4248 g CO, und 0,1444 g H,O. 
0,1524g ,, »  0,3766¢ CO, ,, 0,1806 g H,O. 
0,1532 g ce » 0,0508 g AgCl. 

C,,H3,0,Cl (426,5) Ber. C 67,48 °/, H 9,21 %, Cl 8,31 °, 


Gef. ,, 67,44, 67,39 ,, 9.41, 9,59  ,, 8,20 
Die Farbreaktion der Saiure mit Essigsiureanhydrid und 
konzentrierter Schwefelsiure ist hellrosarot, ahnlich der der 
Cholsiure. 

Weder mit Zinkstaub und Eisessig, Natrium- oder Aluminium- 
Amalgam, Natrium in Alkohol, noch mit katalytisch aktiviertem 
Wasserstoff, noch weniger mit Ammoniak und Aminen hat sich 
das ungemein fest haftende Chlor bewegen lassen. Erst bei 
mehrstiindigem Kochen mit Natriumamylat war die chlorfreie, 
ungesittigte Siure zu erhalten. 


Dioxy-cholensaure, C,,H,.0,. 


Die zersetzte Schmelze von 19g des Chlorkohlensaure- 
esters wird mit 150 ccm Amylalkohol, in dem 4g Natrium 
aufgelést sind, 4 Stunden lang am RiickfluBkiihler zum Sieden 
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erhitzt. Der Amylalkohol wird hierauf mit Wasserdampf ab- 
geblasen, die erkaltete alkalische Lésung mit Schwefelsiure 
angesiuert und die gefillte Siure im Vakuum _ getrocknet. 
Um die Saure in krystallisierter Form zu erhalten, wird das 
trockne Pulver mit Ather digeriert. Dabei wird etwa die 
Hilfte der Substanz gelést; der krystallisierbare Anteil geht 
nicht in den Ather. Er wird nach 24 stiindigem Stehen unter 
Ather, nachdem die Lésung abgegossen und mit frischem Ather 
nachgewaschen ist, in siedendem Essigester gelést. Nach dem 
Erkalten erscheint eine gallertartige Ausscheidung, von der 
man absaugt. Das Filtrat krystallisiert bei geniigender Kon- 
zentration der Lésung auf Anreiben mit dem Glasstab. Die 
Siure kann jetzt aus Alkohol zu prachtvollen, derben, glinzenden 
Prismen umkrystallisiert werden, die bei 216—217° schmelzen. 
Wiederholte Krystallisation erhéht den Schmelzpunkt nicht. 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 115° getrocknet. 


I. 0,1818 g Substanz gaben 0,4906 g CO, und 0,1602 g H,0O. 


IL. 0,1676 g ‘ »  0,4524¢ CO, ,, 0,1454 g H,O. 
0182%4¢ ,, , 0,4926¢ CO, ,, 0,1590 2 H,O. 
C,H, (390) Ber. C 73,79 °/, H 9,81°/, 


Gef. ,, I. 73,60, II. 78,62, 73,65 ,, I. 9,86, II. 9,71, 9,75 


Die Saure ist dimorph. Wir haben anfangs das nach der 
HCl-Abspaltung gefallte Produkt direkt aus Alkohol umkry- 
stallisiert und dabei — allerdings in geringer Ausbeute — 
eine in feinen Nadeln krystallisierte Siure vom Schmelzp. 181° 
gewonnen. Die Analysen II. beziehen sich auf dieses Priparat. 
Unsere Vermutung, daB wir in den zwei Saiuren die isomeren, 
durch die Lage der Doppelbindung unterschiedenen Verbin- 
dungen hiitten, erwies sich als irrtiimlich, da die Saure vom 
Schmelzp. 181° durch Impfen in die héher schmelzende um- 
gewandelt werden kann. Immerhin diirfte die zu erwartende 
isomere Siure auch entstanden sein, da das Rohprodukt nur 
etwa zur Halfte zur Krystallisation zu bringen war. Der 
Reindarstellung des Inhalts der Mutterlaugen sind wir nicht 
weiter nachgegangen. 

Dioxy-cholensiiure bildet Alkalisalze, die nur bei neutraler 
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Reaktion in Wasser klar léslich sind; schon ein geringer 
Uberschu8 von NaOH bringt das Natriumsalz in fein ver- 
teilten, schwer filtrierbaren Flittern zur Abscheidung. Per. 
manganat wird von der wiaBrigen Lésung der Salze und von 
der Saiure in Eisessig sofort entfarbt. 


8-Iso-desoxycholsaure (7,13-Dioxycholansiure). 

Die Hydrierung wurde in der Schiittelbirne in Eisessig- 
lésung (2 g ungesittigte Saure in 25 ccm) mit Palladiumschwarz 
vorgenommen. Nach 7stiindigem Schiitteln unter Wasserstoff 
mit 0,2 g Metall wurde noch 0,1 g davon zugegeben; nach 
weiteren 7 Stunden war Siattigung eingetreten. Die teilweise 
auskrystallisierte Saure wurde durch Erwirmen in Lésung 
gebracht und nach dem Abfiltrieren vom Palladium durch An- 
spritzen mit Wasser ausgeschieden. Die schon nahezu reine 
Saure wurde durch Umkrystallisation aus Alkohol ohne Er- 
héhung des Schmelzpunktes (226—227°) in feinen, langen 
Nadeln erhalten. 


0,1166 g Substanz gaben 0,3126 g CO, und 0,1088 g H,O. 
0,1068g , »  0,2872g CO, ., 0,0996 g H,0. 
C,,H,,0, (392) Ber. C 73,41°/, H 10,28 °/, 
Gef. ,, 73,12, 73,84 » 10,44, 10,44 
0,01044 g Substanz verbrauchten 1,3 cem n/50-KOH. 
Aquivalent Ber, 392 Gef. 400 


Die neue Saure ist viel schwerer léslich als Desoxychol- 
siure und bindet im Gegensatz zu ihr kein Loésungsmittel. 
Damit wird aufs neue bestitigt, daB die Hydroxylgruppen in 
3 und 7 fiir die Bildung von Additionsverbindungen erforderlich 
sind. Diesem Prinzip gehorchen auBer der Desoxycholsiure 
die von ihr abgeleitete Apocholsiure und auch die Cholsaure 
selbst. Bei der Lithocholsiure, die nur eine Hydroxylgruppe 
und zwar in 3 tragt, ist keine Additionsfihigkeit beobachtet 
worden. 


Die Farbreaktion der Iso-desoxycholsiure ist viel tiefer 
als die der Desoxycholsiure, nimlich hell carminrot mit gelb- 
griiner Fluorescenz. 
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Oxydation zur Diketocholansiure. 1,2 g der Siaure, 
in 10 ccm Hisessig gelést, wurden allmahlich mit 1 g Chrom- 
siure, die in wenig Wasser gelést, mit Kisessig verdiinnt wurde, 
versetzt, derart, daB die Temperatur_,von 35° nicht iiberschritten 
wurde. Nach halbstiindigem Stehen fallte man nach Zugabe 
yon wenig schwefliger Siure mit Wasser aus, lieB bis zur 
Klarung stehen und krystallisierte die abgesaugte Diketocholan- 
siure mehrere Male aus verdiinntem Alkohol um, bis der 
Schmelzp. 171—172° erreicht war. Krystallform, Léslichkeit 
und die Mischschmelzprobe mit einem Kontrollpraparat be- 
stiitigten die Identitit. Der Inhalt der alkoholischen Mutter- 
laugen wurde nach dem Trocknen mit Athylalkohol verestert. 
Der Athylester schmolz bei 149—151°, wie Diketocholansiure- 
ithylester, den gleichen Schmelzpunkt hatte ein Gemisch 
mit diesem. 


6-Isocholoidansiure, C,,H,,0,,. 
(Bearbeitet von S. Michael.) 

Reine 7, 13-Diketocholansiure (Dehydro-iso-desoxycholsiure) 
wurde in Anteilen von 5g mit jeweils 25 ccm rauchender 
Salpetersiure (D. 1,5) auf dem siedenden Wasserbad erwirmt. 
Die Reaktion kommt verhiltnismaBig langsam in Gang, da 
die Ketogruppen in Ring IJ und III wenig reaktionsfihig sind. 
Nach 2 Stunden beginnt die Ausscheidung des Oxydations- 
produkts, nach 4stiindigem Erhitzen ist die Umsetzung be- 
endet. Man fallt mit Wasser aus, saugt nach dem Erkalten 
ab, wascht den Niederschlag aus und digeriert ihn nach dem 
Trocknen mit Ather. Die Hauptmenge — gelbe amorphe 
Substanzen — geht in Liésung, wihrend die kaum lisliche 
Isocholoidansiure als farbloses Pulver in geringer Ausbeute 
(0,1 g) zuriickbleibt. Die neue Siure ist in allen Lésungsmitteln 
sehr schwer léslich, auch in Wasser viel schwerer als Choloidan- 
siure. Sie kommt aus der hei8 gesittigten Lisung in feinen 
Nadeln heraus. Am besten wird sie aus viel verdiinnter, etwa 
40°/, iger Essigsiure umkrystallisiert. Schmelzp. 273° (unter 
Zers.). Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 120° zur 
Konstanz getrocknet. 
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0,0864 g Substanz gaben 0,1894 g CO, und 0,0621 g H,O. 


C,,H5,0,, (484) Ber. © 59,50, H 7,44 °/, 
Gef. ,, 59,80 » 8,00 
Titration: 0,0886 g Substanz verbrauchten 8,74 cem n/10-NaQH. 
Aquivalent Ber. 97 Gef. 101 


Auch das erste Oxydationsprodukt, das aus 7, 13-Diketo- 
cholansiure mit Permanganat entsteht, die Pseudo-desoxy- 
biliansiure?), C,,H,,O,, wird unter den gleichen Umstinden 
zur Isocholoidansiiure weiter oxydiert, aber die Ausbeute ist 
ebenfalls gering. Wir schlieBen uns der Auffassung von 
Borsche an, gemiB der die genannte Tricarbonsdure durch 
Offnung von Ring II entstanden ist. Die beiden Carboxy]- 
gruppen, die aus diesem Ring entstehen, spalten in keinem 
Falle gegeneinander Kohlendioxyd ab unter Ketonbildung, es 
entsteht vielmehr immer das innere Anhydrid. So hat die 
Saure bei der thermischen Zersetzung und Destillation im 
Hochvakuum (310°) wenig mehr an Gewicht verloren, als einem 
Mol. Wasser entspricht (aus 0,386 g Saure 0,021 g = 5,4°/,; 
fiir H,O ber. 4°/,). Dadurch wird die gleichartige Feststellung 
von Borsche?) bestatigt. 


Chlorkohlensiureester des Desoxycholsiure- 
methylesters. 


20 g scharf getrockneter Desoxycholsiuremethylester 
(Schmelzp. 71—73°) werden, in 30 ccm absoluten Athers suspen- 
diert, wie oben beschrieben mit Phosgen umgesetzt. Es tritt 
unter schwachem Erwirmen Lésung ein, nach kurzer Zeit 
krystallisiert das Reaktionsprodukt in schénen Nadeln aus, 
die man nach Beendigung der Reaktion absaugt und mit 
kaltem Ather wischt. Aus der Mutterlauge laBt sich noch 
mehr Substanz gewinnen; die Ausbeute ist gut. Zur Analyse 
wurde aus absolutem Ather umkrystallisiert. Schmelzp. 137 
bis 138° (unter Zers.). 

0,1520 g Substanz gaben 0,0454 g AgCl. 

CygH,,0;Cl (468,5) Ber. Cl 7,56°/,  Gef. Cl 7,39 %/, 





1) Borsche u. Rosenkranz, Chem, Ber. Bd. 52, S. 342 (1919). 
*) Nachr. der Gesellsch. d. Wissensch. zu Gottingen 1920, S. 1—7. 
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Der Chlorkohlensiureester des Desoxycholsaure- 


ithylesters, auf gleichartige Weise dargestellt, schmilzt bei 
114° (unter Zers.), 





trifft 20°/, der Substanz. 


j 
< 0,1376 g Substanz gaben 0,0394 g AgCl. 
C,,H,305Cl (482,5) Ber. Cl 7,35°/,  Gef. Cl 7,08 °, 

)- 
ey @ 3-Chlor-7-Oxycholanséuremethy lester. | 
1 Ro: ; . ’ e) 
Beim Schmelzen verliert der Chlorkohlensiureester ein | 
S 7 ae # 

volles Mol. CO,, neben dem gesittigten Chlor-oxy-cholanester F 
: entsteht infolge HCl-Abspaltung noch chlorfreier, ungesiittigter | 
1 ister. an 
: 3,227 g Substanz gaben, 1'/, Stunden im Stickstoffstrom auf 140° a 
os erhitzt, 0,2943 g CO, ab. i 
eS 1,638 g Substanz gaben, 1 '/, Stunden im Stickstoffstrom auf 140° i 
ie [  erhitzt, 0,0249 g HCl ab. oH 
m ; Fiir 1 Mol. CO, ber. 9,38°/,, gef. 9,12°/,. Der Salzsiureverlust a 

if 


Die Schmelze wird in wenig siedendem Methylalkohol auf- 2 
ng —  genommen, aus der Lésung krystallisiert langsam der Chlor- .e 4 
oxycholanester in farblosen Nadeln aus. Der Schmelzpunkt f 
steigt durch wiederholte Krystallisation auf 121—122°. Die 
Ausbeute erreicht héchstens 30°/, der méglichen. 

0,1180 g Substanz gaben 0,0392 g AgCl. 


er C,,H,,0,Cl (424,5) Ber. Cl 8,35°/,  Gef. Cl 8,21 °/, 

3S Das Chlor ist hier noch fester gebunden, als in dem 
ca analogen Cholsiurederivat. 

eit 

” Chlorkohlensiure-cholesterylester. 

it F e ‘ = Si 

Durch die Lésung von 10 g Cholesterin in 100 ccm ab- 
v4 soluten Athers wird ein langsamer Phosgenstrom geleitet. 
Se ; ’ 

37 Schon nach kurzer Zeit beginnt eine sich schnell vermehrende 


Krystallisation von unveraindertem Cholesterin, das offenbar 
durch das Phosgen aus der Lésung verdringt wird. Bei 
weiterem Einleiten geht alles wieder in Lésung. Nach der 
Sattigung mit Phosgen liBt man 2—3 Stunden stehen, destilliert 
den Ather ab, trocknet im Vakuum und krystallisiert den 
Riickstand aus wenig trockenem Aceton um. Der prichtig 
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krystallisierte Chlorkohlensiureester schmilzt bei 117—118° 
(unter Zers.). | 

0,1766 g Substanz gaben 0,0552 g AgCl. 

C.gH,,0,Cl (448,5) Ber. Cl 7,91°,  Gef. Cl 7,70°, 

Durch Einwirkung von Alkalien wird glatt Cholesterin 
vom Schmelzp. 148° zuriickgebildet. Beim Erhitzen iiber den 
Schmelzpunkt wird in der Hauptsache bloB CO,, zu 10°), 
auch HCl abgespalten. Die in heiBem Alkohol aufgenommene 
Schmelze liefert in vorziiglicher Ausbeute reines Cholesteryl- 
chlorid vom Schmelzp. 86—90°. 


Die Urethane aus den beschriebenen Chlor- 
kohlensiureestern. 


Cholsiuremethylester-urethan. In die Lésung des 
Chlorkohlensiureesters in Ather, Benzol oder Essigester leitet 
man mehrere Stunden lang einen langsamen Strom trockenen 
Ammoniaks ein, dampft das Lésungsmittel ab, zieht den Riick- 
stand mit heiBem Wasser aus und krystallisiert dann aus 
Essigester um. Feine verfilzte Nadeln vom Schmelzp. 142°. 

Die Stickstoffbestimmung ergab 3,2 °/, N, fiir C,,H,,0,N ber. 3,0 °/,. 

Cholsiuremethylester-phenetyl-urethan. 5 g Chlor- 
kohlensiureester, in 20 ccm absolutem Ather suspendiert, werden 
mit 5 g Phenetidin versetzt. Sofortige Reaktion unter Aui- 
kochen. Sie wird durch 1 stiindiges Kochen am RiickfluBkiihler 
vervolistandigt. Dann wird mit verdiinnter Salzsiure aus- 
geschiittelt und die Atherlésung verdampft. Durch Anreiben 
mit wenig Ather wird der amorphe Riickstand krystallin. Aus 
warmem Ather, in dem das krystallisierte Urethan schwer 
léslich ist, oder aus Essigester werden dicke prismatische 
Nadeln vom Schmelzp. 172—173° erhalten. 

0,1214 g Substanz gaben 0,3100 g CO, und 0,0960 g H,0O. 


0,1716 g - 5» 3,8 cem N (20° und 743 mm). 
C,,H;,0,N Ber. C 69,8 °/, m 8;7*/, N 2,4°/, 
», 69,6 » 3,8 ») 2,9 


Desoxycholsturemethylester-urethan (bearbeitet von 
W. Bilow). Durch Einleiten von Ammoniak in die warme 
itherische Liésung des entsprechenden Chlorkohlensiiureesters 
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dargestellt. Das gebildete Ammoniumchlorid wird mit Wasser 
ausgeschiittelt, die getrocknete und eingedampfte Atherlésung 
hinterlaBt das Urethan in amorphem Zustand. Durch Auf- 
nahme des Riickstandes in wenig Essigester gelang es im 
Kiltegemisch Krystalle zu erhalten. Jetzt lieB sich das Urethan 
aus wenig Methylalkohol, ebenfalls unter Kiihlung, gut um- 
krystallisieren. Das Priparat enthalt Krystallalkohol, der beim 
Trocknen im Hochvakuum weggeht. Schmelzp. dann 150—151°. 

0,100 g Substanz gaben 3,1 cem N (15° und 738 mm). 

CyosH,,0,N (449) Ber. N 3,19,  Gef. N 3,56 %, 

Cholesterylurethan. Durch Umsetzung von Chlor- 
kohlensiure-Cholesterylester mit Ammoniak in itherischer Lésung 
in quantitativer Ausbeute gewonnen. Das Reaktionsprodukt 
wurde durch Auskochen mit Wasser gereinigt und aus viel 
heiBem Alkohol umkrystallisiert. Lange Nadeln vom Schmelz- 
punkt 217° 

0,1295 g Substanz gaben 4,0 cem N (20° und 738 mm). 

C,,H,,O,N Ber. N 3,3 °/, Gef. N 3,5 °/, 

Das Urethan des Cholesterins ist schon von Windaus 
und Adamla?) durch Verschmelzen von Cholesterin mit Harn- 
stoft dargestellt worden. 





') Chem. Bar. Bd. 44, S. 3052 (1911). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX, 











Uber Milchsiureausscheidung im Harn. 
Von 


F. Knoop und H. Jost. 





(Aus dem physiol.-chem. Institut der Universitit Freiburg i. B,) 
(Der Redaktion zugegangen em 2. Juli 1923.) 


Milchséure ist eine Substanz, die im intermediiren Stoff- 
wechsel aus den versehiedensten Quellen entsteht. Ihre Bil- 
dung aus Kohlehydrat ist am laingsten bekannt. Die aus 
EiweiBspaltstiicken ist zunichst fiir das Alanin nach den be- 
kannten Abbaureaktionen iiber Brenztraubensiure festgestellt. 
Von den Dicarbonsiiuren entsteht sie mit groBer Wahrschein- 
lichkeit aus Bernsteinsiure und ihren Derivaten, und da diese 
Substanzen, die wegen ihrer auffallend leichten Verbrennlich- 
keit vielleicht eine viel gréBere Rolle im intermediiren Stofi- 
wechsel spielen, als bisher festgestellt werden konnte, Zwischen- 
produkte bei dem Zerfall der zweibasischen Aminosiiuren sind, 
so beteiligen sich auch Asparagin- und Glutaminsiure, neben 
ihnen wohl noch andere Aminosiuren an ihrer Bildung. Aber 
nicht nur die Muttersubstanzen der Milchsiiure sind zahlreich, 
auch die Organe und Funktionen, die sie entstehen lassen, 
sind mannigfaltig. In Muskel, Leber und Blut, durch die 
Fermente von Neubildungen und Bakterien wird sie gebildet, 
mit der Nahrung vielfach direkt eingefiihrt. Und wie sie ge- 
formt wird, einmal durch Oxydation, ein andermal durch 
Reduktion, in gréBtem Umfange aber wohl durch einen Zerfall 
von Kohlehydaten, der im Endeffekt weder das eine, noch das 
andere darstellt, so ist auch ihr Schicksal ein vielseitiges. 
Sie wird zuriickverwandelt in Kohlehydrat durch Kondensations- 
reaktionen, die noch ganz ungeklart sind, die aber in summa 
ohne starke Energieverschiebungen einhergehen; sie geht iiber 
die Brenztraubensiéure in EiweiBbausteine iiber; sie kann auf 
dem Wege iiber Brenztraubensiure und Acetaldehyd noch 
zahlreiche andere physiologisch wichtige Substanzen bilden, 
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wie die Fettsiuren usw. DaB eine Substanz von solcher 
chemischen und auch physikalischen Beweglichkeit iiberall im 
Organismus zu finden ist, kann nicht wundern, und so ist 
sie in wechselnden Quantitaten auch immer im Blutserum 
gefunden worden. Indessen ist der Blutspiegel niedrig und 
unter normalen Verhiltnissen das Nierenfilter dicht, auch wenn 
die stark schwankende Konzentration von weniger als 0,1°/,, 
in der Norm bei intensiver Muskelarbeit bis auf den drei- 
fachen Wert steigt (Fries). Ganz geringe Stérungen indern 
die Verhiltnisse indessen schon weitgehend. Sofort nach dem 
Tode bilden sich groBe Mengen von Milchsiure in Muskeln, 
Leber und Blut, und alles, was eine Anniherung an diesen 
Zustand bedeutet, Zirkulationsstérungen, Sauerstoffmangel, Ver- 
giftungen, die die Sauerstoffiibertragung hindern oder pharma- 
kodynamisch die normalen Organfunktionen in der verschie- 
densten Art beeintrachtigen, ja physiologische Ermiidungen 
und Uberanstrengungen schon lassen Milchsiiure in gréBerem 
Umfange ins Blut und damit auch vielfach in den Harn iiber- 
treten. Wenn Phosphor und Morphin, Cyankalium und Strychnin 
Arsen, Amylnitrit und Kohlenoxyd so wirken, so beweist das 
nur, wie verschiedenartig die Funktionen sind, deren Stérung 
den normalen Milchsiurestoffwechsel abiindern, und es wird in 
all diesen Fallen niemand auf den Gedanken kommen, die 
Milchsiure aus dem Agens selbst ableiten zu wollen. Gewib 
ist Milchsiure in besonderen Fallen aus eingefiinrten Sub- 
stanzen gebildet anzusehen, aber man sollte sich dieser Kin- 
fliisse von Giften stets bewuBt bleiben, wenn man Milchsidure 
bei Verfiitterung selbst ihr verwandter Substanzen im Harn 
auftreten sieht. Es braucht keineswegs jedes Molekiil, das im 
Harn erscheint, aus den gleichen C-Atomen der Substanz ge- 
formt zu sein, die ihre Ausscheidung veranlaBt hat. 

Wir haben uns nun die Frage vorgelegt, welche der ein- 
fachsten aliphatischen Substanzen, die als Zwischenprodukte 
des Stoffwechsels in Betracht kommen kénnen, eine Aus- 
scheidung von Milchsiiure im Harn veranlassen und was sich 
bei positiven Ergebnissen etwa iiber die Bildung dieser Milch- 
siure aus dem verabreichten Material eruieren laBt. So haben 
22* 
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wir eine Reihe zunichst der niedersten aliphatischen Sauren 
untersucht und in Mengen von ?/,, Mol zunichst Ameisen., 
Essig-, Propion- und Buttersiure sowie verwandte als 
Natronsalze durch kombinierte subcutane und intravenése In- 
jektion Hunden einverleibt. Im Harnatherextrakt wurde die 
Milchsiure qualitativ mit der Tiophenprobe nach Hopkins 
und Fletcher nachgewiesen und als Zink- oder Magnesium- 
salz isoliert. Die Salze wurden durch Metallanalyse oder 
Bestimmung des daraus darstellbaren Acetaldehyds im Oxy- 
dationsdestillat durch Silberreduktion nach Stepp und Fricke’) 
oder als Aldomedon nach Neuberg?) sicher identifiziert und 
nach Moéglichkeit auch quantitativ bestimmt. 

Folgendes waren die Ergebnisse: Essigsiure verhielt sich 
vollig negativ, Ameisensiure lieferte wenig Milchsiure, Butter- 
siiure erheblich mehr, am meisten Propionsiure. Nach Malon- 
siure erschienen mittlere Mengen, nach Bernsteinsiure wiederum 
keine Milchsiure. Von Oxysauren lieB synthetische 7-8-Oxy- 
buttersiure einmal weniger, in zwei weiteren Malen mehr als 
Propionsiure im Harn erscheinen. Um eine starker dissozierte 
organische und lipoidlésliche Saéure zu priifen, wurde Chlor- 
essigsiiure gegeben, die uns nach Versuchen mit Chloracety]- 
glutaminsdure als recht giftig bekanunt war: schon 1 g, etwa 
1/19) Mol, also 1/,, der sonst verfiitterten Dosen lieferte eine, 
allerdings nur qualitativ bestimmbare, aber unverkennbare Menge 
Milchsiure im Harn. — Um einige Zahlen zu nennen, lieBen 
sich in mg nach Propionsiure 150, nach Buttersiiure 10 
(1mal 270), nach #-Oxybuttersiure 145, 210, 170, nach Malon- 
siure 44 mg Milchsiure als reine Salze isolieren. Im iibrigen 
verweisen wir auf die Zahlen der Tabelle. — Der zweite Ver- 
such mit der Buttersiure an einem stark abgemagerten Hund, 
der schon im Leerversuch 45 mg Milchsaiure ausschied, zeigt, 
wie vorsichtig man bei wechselnden Versuchstieren sein mub. 
An dem 16 kg-Hund haben wir uns zum SchluB der Versuche 
nochmals versichert, da er auch nach dquivalenten Mengen 
reiner Sodalésungen nur Spuren von Milchsiure ausschied. 





1) Diese Zs. Bd. 116, S. 293 (1922). 
*) Biochem. Zs. Bd. 106, S. 281 (1920). 
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Von den genannten Siuren lassen also eine ganze Anzahl 
mehr oder weniger Milchsiure im Harn erscheinen, — nur 
Kssigsiure und Bernsteinsiure lieferten auch keine Spur. ?) 
Bei Propion-, Butter- und Oxybuttersiure kénnte man an 
eine direkte Milchsiurebildung denken, da hier wenigstens die 
C-Ketten vorhanden sind, die auf irgendeinem oxydativen Wege 
in Milchsaéure iibergehen kénnten. Fiir Ameisen-, Malon- und 
Chloressigsiure gilt das nicht — hier ist deshalb eher an eine 
Reizwirkung nach Art der oben angefiihrten Gifte zu denken, 
sofern man diese zum Teil nur qualitativ feststellbaren Befunde 
in gleicher Weise beriicksichtigen will. — Die Propionsiure 
ist von keinem Niahrstoffbaustein (auBer vielleicht Norleucin) 
als normales Zwischenprodukt herzuleiten, sie ist wohl als 
kérperfremd anzusehen und der Organismus also auf ihren 
Abbau nicht eingestellt. So kénnte auch sie in solcher Dosis 
ee Reizwirkung ausiiben oder eine Hemmungswirkung, wie 
sie bei anderen Prozessen von Embden u. a. beobachtet ist. 
Wenn wir eine derartige Erklirung fiir die Milchsiureausschei- 
dung annehmen, deren Menge etwa der nach Kohlenoxyd- 
vergiftung entspricht, so ware die Frage der direkten Bildung 
aus Propionsiure gegenstandslos. Wollen wir indessen auch 
diese ins Auge fassen, so wiirden nach den bisherigen An- 
schauungen iiber Saureabbau als Oxydationsstufen die Acryl-, 
die 8-Oxy- und die Aldehydopropionsaure in Betracht kommen.’) 
Reaktionen, die von diesen Substanzen auf einfachen Wegen zur 
é¢-Milchsaure fiihren, sind bislang nicht bekannt. Es kénnte sich 
also weiter nur um Milchsdurebildung durch Kondensation von 
Spaltstiicken handeln. Als solche kommen in Betracht: Acet- 
aldehyd, der aus Aldehydopropionsiure durch Kohlensaure- 
abspaltung leicht entsteht, und Essigsiure. Von dieser letzteren 
hat Wieland einen Ubergang in Bernsteinsiure als wahr- 


1) H. D. Kay fand in unserem Institut bei Versuchen, die ganz 
andere Zwecke verfolgtep, daB auch a-Methylbuttersiure Milchsiure im 
Harn in reichlicher Menge erscheinen 1aBt. 

*) Auf die intermediiire Bildung von f-Aldehydsiiuren aus «-Methyl- 
gruppen (zu denen auch Propionsiure als «-Methylessigsiiure gerechnet 


werden kann) hat Raper schon 1914 hingewiesen (Biochem. Journ. Bd. 8, 
S. 320). 
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scheinlich diskutiert, in dem durch intermolekulare Dehydrie- 
rung 2 Essigsiiuremolekiile unter Abgabe von 2 Wasserstoff- 
atomen zusammentreten. Die gebildete Bernsteinsiure wiirde 
nach den Befunden von Batelli und Stern sowie von Thun- 
berg iiber Fumar- und Apfelsiure Oxalessigsiiure bilden, die 
die nach unverdffentlichten Versuchen, die Wieland in Leipzig 
mitgeteilt hat, leicht in Brenztraubensiure iibergeht und so 
ohne Zweifel Milchsiure liefern kénnte. 

Will man das annehmen, um so die unmittelbare Bildung 
von Milchsiure aus dem Molekiil der Propionsiiure zu erkliren, 
so erhebt sich indessen sofort die Frage: Weshalb wird eine 
so gebildete Milchsiure ausgeschieden und nicht verwertet? 
Je gelaufiger ein Abbauweg dem Organismus ist, um so sicherer 
fihrt er zur vollen Ausnutzung der chemischen Spannkraft 
ohne Verlust an energiereichen Zwischenprodukten. Da eine 
intermediire Bildung von KEssigsiure sicher stattfindet, so 
wiirde also dieser Abbaumodus, gerade wenn er der normale 
ist, keine Milchsiiure im Harn erscheinen lassen. Indessen, 
so zweifellos Essigsiure aus verschiedenen Quellen entstehen 
kann — tiber den Umfang dieser Bildung wissen wir noch 
sehr wenig — die ganze Aufoxydation der kleinen O-Ketten 
von weniger als 4 Gliedern, der Reste allen Abbaues, ist noch 
recht ungeklirt. Wir haben deshalb den Versuch entscheiden 
lassen und Essigsiure und Bernsteinsiure zu je ?/,, Mol in- 
jiziert und gefunden, daB beide keine Milchsiure in den Harn 
liefern. Das war zu erwarten, wenn der diskutierte Abbauweg, 
der einzige, der eine direkte Milchsiurebildung aus Propion- 
siure im Einklang mit den bisher gewonnenen Anschauungen 
iiber Siureabbau erkliren kénnte, wirklich eingeschlagen wird, 
und dieses Ergebnis kénnte also fir Wielands Annahme 
sprechen. Fiir den vorliegenden Fall aber, wo tatsichlich 
Milchsiiure nach Propionsiiuregaben im Harn erscheint, bietet 
er keine Erkliirung — diese Milchsiure muB anders abgeleitet 
werden.?) 

') Der Einwand, da8 eine subcutane Zufiihrung die Organe der 
physiologischen Verarbeitung umgeht, ist mit allen Konsequenzen stets 
gegeben. 
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Die Ausscheidung von Milchsiure nach Propionsiure- 
darreichung haben unter gleichen Bedingungen schon Blum 
und Woringer?) beschrieben. Leider fehlen bei ihnen alle 
quantitativen Angaben. Einige summarische Daten iiber die 
DrehungsgréBe der Atherextrakte sagen nichts, da mehrere 
Formen der Milchsiiure so gefunden werden. Bei Kaninchen 
haben sie auch etwas Brenztraubensaiure isolieren kénnen 
geben aber auch hier iiber die Menge nichts an. — Blum 
und Woringer glauben nun mit diesem Befunde den Nach- 
weis einer «-Oxydation einer aliphatischen Fettsiure erbracht 
zu haben. Die Frage, ob die ausgeschiedene Milchsiure wirk- 
lich direkt aus der gereichten Propionsiure entstanden, wird 
ohne Diskussion als selbstverstiindlich angenommen, eine andere 
Moglichkeit gar nicht diskutiert.?) — Wir wollen uns gewiB 
nicht darauf versteifen, daB das durch die bisher gefundenen 
Oxydationsprodukte von Fettsiuren stets bestitigte Prinzip der 
8-Oxydation iiberall und allein gelten miiBte. Auch fiir das 
Wasserstoffsuperoxyd, das in vitro ebenfalls #-Oxydation zeigt, 
sind von englischen Autoren Reaktionen beschrieben worden, 
die belegen, daB seine Wirkungsweise auf Fettsiiuren auch 
andersartig sein kann. (Raper.) 

Wir wollen auch die oxydativen Fahigkeiten des Orga- 
nismus gewiB nicht ohne Grund auf die Prozesse beschrankt 
wissen, die sich bisher sicher haben verfolgen lassen. Speziell 
die Propionsiure kénnte Abweichungen zeigen. Indessen ge- 
rade an ihren aromatischen Homologen sind die Gesetze der 
8-Oxydation gefunden und vielfach bestatigt worden: Phenyl- 
und Benzylpropionsiure haben auch in den Handen von Dakin 
keine Spur einer e-Oxydation erkennen lassen.%) So sollten 
fiir eine derartig alleinstehende Annahme Griinde beigebracht 
werden, die sie wirklich erharten. Diese fehlen bisher. Wenn 
nach Verfiitterung von Ameisen-, Chloressig- und Malonsiure 


1) Blum u. Woringer, Bull. Soc. chim, biol. Bd. 2, S. 88 (1920). 

*) Auch Spiro, der diese Angaben mehrfach zitiert, erértert diese 
Moglichkeiten nicht. 

5) Vgl. die 2. Auflage der ausgezeichneten ,,Oxydations and Reduc- 
tions in the animal body“. 1922. (Longmans, Green & Co., London.) 
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ebenfalls kleine Mengen im Harn erscheinen, und wenn Butter- 
siure und gar die #-Oxybuttersiiure reichlich Milchsiure 
liefern, fiir die eine ein- oder zweimalige @-Oxydation an- 
genommen werden miiBte, so widerspricht eine solche Hypo- 
these jeder Erfahrung. Uns erscheint eine irgendwie geartete 
Beeinflussung des Milchsiurehaushaltes, die sehr verschieden- 
artig gedacht werden kénnte, durch diese ebenso verschieden- 
artigen Siuren vorerst viel wahrscheinlicher, als daB sie selbst 
alle unmittelbar in die Milchsiure iibergehen sollen, die im 
Harn gefunden wird. 

An eine andere Méglichkeit der Erklarung lift vielleicht 
der eigenartige Befund denken, daB auch f-Oxybuttersiure 
Milchsiureausscheidung herbeifiihrt. Die Tatsache haben wir 
durch mehrere Versuche sichergestellt, und dabei z. T. sogar 
mehr Milchsiure gefunden als nach der entsprechenden Menge 
Propionsiure. Als wir friihere Angaben iiber das Verhalten 
der #-Oxybuttersiure im Organismus nachlasen, zeigte sich, 
daB alte Untersuchungen von Araki?) eine Bestitigung dieses 
Befundes enthalten, ohne daB Araki dieses aus seinen Ver- 
suchen abgeleitet hat, die zu anderen Zwecken angestellt 
waren. Araki hatte die Beeintrachtigung tierischer Oxydations- 
prozesse durch Kohlenoxyd studiert und dabei Milchséureaus- 
scheidung festgestellt. Bei der Verfolgung der Frage, wie der 
Abbau der £-Oxybuttersiure durch Kohlenoxyd gehemmt werde, 
fand er neben unverbrannter Oxybuttersiure ebenfalls Milch- 
siiure, die er aber lediglich der Kohlenoxydwirkung zuschrieb. 
Rechnet man die Zahlen nach, so ergibt sich indessen, daB die 
gefundenen Mengen viel gréBer waren, als bei Kohlenoxyd- 
vergiftungen allein. Die Differenzen gehen zweifellos auf die 
verfiitterte Substanz, unsere ¢f§-Oxybutterséiure zuriick. Be- 
steht also iiber die Tatsache kein Zweifel, so kénnten wir in 
ihr eine andere Erklirung fiir Milchsiurebildung aus Propion- 
siure suchen, wenn wir aus Propionsiure iiber Acetaldehyd 
durch Aldolkondensation ebenfalls f-Oxybuttersiure entstanden 
denken. Das ist nach den Befunden von Friedmann?) durch- 





') Araki, Diese Zs. Bd. 18, 8. 1 (1894). 
2) Hofm. Beitr. Bd. 10, S. 202 (1907). 
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aus gegeben — und so wire die gleiche Wirkung beider 
Siuren auf eine gemeinsame Ursache zuriickgefihrt.’) Eine 
Erklirung dieser Wirkung der Oxybuttersiure begegnet aller- 
dings den gleichen Schwierigkeiten. 

Am einfachsten wire es, auch hier @-Oxydation anzu- 
nehmen, dann hitte man sofort Milchsiure. Einstweilen fehlt 
dazu jedes Recht. Weder 8-Oxy- noch /-Ketosiuren zeigten 
bisher irgendwelche Anhaltspunkte fiir eine @-Oxydation, und 
gerade die ‘Tatsache, dab beide Phenyloxypropionsiuren keine 
Mandelsiure liefern, hat ja die Gesetze der #-Oxydation so 
gut zu begriinden erlaubt. Dakin hat spiiter gerade fiir die 
aromatische #-Oxybuttersiure ihren Abbau durch #-Oxydation 
so sicher gestellt, da hier «-Oxydation ausgeschlossen ist. 
Dieser zweite, scheinbar so naheliegende Beleg fiir eine @-Oxy- 
dation sollte eher als Warnung dienen, mit solchen Annahmen 
nicht zu schnell bei der Hand zu sein. 

Kin gemeinsames Moment kénnte man endlich in einer 
Bildung von Acetaldehyd aus beiden Siuren sehen”), wenn 
man z. B. die Aldolkondensation als irgendwie reversibel, 
wenigstens fiir die eine Halfte ansehen will. Acetaldehyd gilt 
als giftig, also kénnte auch er, wie andere Gifte Milchsiure- 
ausscheidung herbeifiihren. Wir haben aber nirgendswo nihere 
Angaben dariiber finden kénnen, was iiber seine Giftwirkungen 
wirklich festgestellt ist. Deshalb haben wir auch hier den 
Versuch gemacht und gefunden, daB frisch rektifizierter Acet- 
aldehyd in der gleichen Menge von ?/,, Mol in 10 Teilen 
Wasser subcutan injiziert einen groBen Hund in wenigen 
Stunden unter den Symptomen schwerster Blutdrucksenkung 
totet: Herz weit dilatiert, Stauungsniere, die Venen fiir eine 
intravenése Infusion kaum zu finden, fast vélliges Versiegen 





1) Hier sei weiter an den Befund von Geelmuyden erinnert, daB 
b-Oxybuttersiure bei diabetischen Tieren die Zuckerausscheidung ver- 
mehren kann, 

*) Wir méchten hier auf die interessanten Analogien zwischen 
Propionsiure und Acetaldehyd hinweisen, die Ringer fiir die Bildung 
von Extraglucose bei diabetischen Tieren beschrieben hat. (Jl. of Biol. 
Chem. Bd. 12 und 16 (1914). 
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Zusammenstellung 
I II Il | Iv V VI 
- ~ i| ar ———. 
i} . ° . 
Nr. | Gewicht | Urin- ae Thiophen- 
des des Eingefiihrte Substanz —§ menge in sae st seen Gn 
Vers. | Hundes eem Te . wiibr, Lis, 
in Urin |d. Atherextr,) 
1 16 kg Essigsiiure 12 g 1600 _ 
in 170 H,O subcutan 
2 16 kg Ameisensiiure 9,2 g 2100 Az: + 
in 150 H,O subcutan 
3 16 kg Ameisensadure 15 ¢ 2200 Az: + 
in 300 H,O sube. + intrav. ZL — 
4 16 kg Propionsiiure 14,8 g 1600 Az: + + + 
in 200 H,O subeutan Z — 
5 16 kg Buttersiiure 17,6 g 700 Az: + - + 
subeutan in 320;H,O L— 
6a 14 ke Buttersiiure 17,6 g 1500 Az: 85mg} + + + 
' fin 320 H,O sube.+intrav. Z— 
b 14 kg “ 1200 Az: 38 mg + + 
7 16 kg {dl-8-Oxybuttersiure 20,8 g 2500 Az: 65 mg b + + 
in 300 g H,O sube. +intray. Z— 
8 16 kg wie 7 2300 Az: + + + 
ae 
9 16 kg dl-8-Oxybuttersiure 5300 Au: + + 
2x 20,8 g an 2 Tagen sub- Z— 
cutan und intravenés 
10 16 kg Malonsiure 20,8 g 1400 Az: + + + + 
subcutan u. intravends Z— 
11 11 kg Bernsteinsiiure 750 As: + | cs 
11,8 g sucbutan Z— 
12 11 kg Bernsteinsiure 15,0 g 1100 Az: + — 
subcutan u. intrayends ZL + | 
13 16 kg Monochloressigsiure 800 E-;Z-—}; > + | 
1g subcutan 3 
14 | 15kg Acetaldehyd 15 g 1300 fan: + 6o| + ++ i 
in Mileh per os an Z — ; 
2 Tagen 
| | 
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‘Th ' Gefundene Polarisation im Urin 
(in Isoliertes | Milchsiiure —_______—_—— | wiederbest. 
Lig|fejZn- od. Mg-j (aus Lactat | | des | des ge- | Ausgangs- Bemerkungen 
et Lactat oder Acet- Ather- | fundiemen substanz in 
—_ uldehyd | extraktes | Lactates Gramm 
= a 0,106 
— —O% | + 1,669 - 
— 2,83 — 
0,235 0,1514 +0,12 | —0,1 1,051 : 
2 n-Lact. 
0,016 0,010 ae — ia 
2 n-Lact. 
j 0,421 0,271 — 0,15 ~~ 0,73 sehr abgemagerter 
2 n-Lact. Hund 
~ 0,086 0,055 Leervers. b. gl. Hund 
T 0,3008 0,2115 + 0,36 — wt 
Me-Lact. 
r — 0,1458 aus + 0,9 — — im 
Acetald. ber. 
sy 0,729 
imjunrein. Lact. 
B|  0,482 0,337 +05 | —02 1,073 
| srein. Mg-Lact. 
vo 0,0996 0,0449 - 1,5 7 
| 2 n-Lact. 
| = — : - 1,15 : 
| | _ _ _ 2,1 : 
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+ | | - ae . 0,075 : 
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348 F. Knoop und H. Jost, 


der Harnsekretion. Auch 5 g téteten im Laufe eines Tages, 
ebenso die gleichen Gaben in Form von Acetaldehydammoniak. 
Erst beim Herabgehen auf 2,5 g Acetaldehyd subcutan im 
Laufe eines Tages lieB sich das Leben eines kriaftigen jungen 
Hundes erhalten, aber es entstanden riesige Odeme iiber dem 
Bauch, an der Brust unter beiden Vorderlaufen, fern von den 
Injektionsstellen. Der Harn enthielt aber unter diesen Beding- 
ungen keine Milchsiure. Gibt man indessen den Acetaldehyd 
per os mit Milch zusammen, so steigt die Toleranzgrenze 
derart, daB 15 g auf 2 Tage verteilt ohne Stérungen vertragen 
werden. Dabei trat in einzelnen Fallen besonders bei gleich- 
zeitiger Infusion von Bicarbonatlésung Milchsiure im Harn aut, 
in anderen nicht. Die Leber, die bei dieser Art der Zufiihrung 
erst passiert werden muf, laBt offenbar so wenig Acetaldehyd 
durch, daB die schweren Schadigungen, die die Milchsiure- 
ausscheidungen behindert haben werden, ganz vermieden scheinen. 
Ob dabei der Acetaldehyd sich selbst an der Bildung der er- 
scheinenden Milchsaure beteiligt, oder ob er oder ein Konden- 
sationsprodukt (es fand sich eine schwache Acetonreaktion bei 
negativer Acetaldehydprobe im Harn) etwa die Gleichgewichts- 
verhiltnisse beeinfluBt, die Milchsiurebildung und -umbau be- 
herrschen, laBt sich noch nicht iibersehen. Jedenfalls: wenn 
Milchsiure sowohl nach Acetaldehyd wie nach #-Oxybutter- 
siure, in die er tibergehen kann, im Harn auftritt, so kénnte 
seine Bildung aus Propionsiure deren Wirkung auf mindestens 
zwei verschiedenen Wegen erkliren, die eine Annahme von 
a-QOxydation entbehrlich machen. — Vielleicht enthalt die 
Differenz zwischen unserer Beobachtung iiber den Grad der 
Acetaldehydtoleranz bei subcutaner Injektion und der von 
Ringer, der diabetischen Tieren unsere tédlichen Dosen in- 
jizieren konnte, offenbar ohne Komplikationen zu beobachten, 
einen Hinweis, daB im Diabetes eine ganz andere Kinstellung auf 
Acetaldehyd gegeben ist, als in der Norm. Eine wiederholte 
Bestitigung dieses Befundes kénnte unerwartete Gesichtspunkte 
fiir die Auffassung der Acetonkérper im Diabetes liefern. 

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, da8 Milchsiure 
bei Zufuhr einfacher aliphatischer Substanzen aus offenbar 
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sehr verschiedenen Griinden im Harn erscheinen kann. Und 
wenn hier ein Befund ganz besonders dazu reizen kénnte, die 
Versuche erweitert fortzusetzen, so ist es der, daB ein Abbau- 
produkt der Fett- und Aminosiuren die Abscheidung und viel- 
leicht die Bildung einer Substanz veranlassen kann, die wir 
bisher hauptsichlich als Zwischenprodukt des Kohlehydrat- 
abbaues anzusehen gewohnt sind. Ob diese Befunde helfen 
kénnen, die Beziehungen zwischen zwei so wichtigen Nahrstoff- 
gruppen unter sich und zu den Acetonkérpern einem besseren 
Verstiindnis naiher zu bringen, das méchten wir dem Studium 
auch der anderen Substanzen des intermediiren Stoffwechsels, 
die hier in Betracht kommen, in weiteren Versuchen vor- 
behalten. 


Experimentelle Kinzelheiten bediirfen bei der hiufig ge- 
iibten Methodik der Milchsiurebestimmung kaum der Erwih- 
nung. Wir haben die Atherextrakte stets nach Abblasen der 
tliichtigen Siuren mit Bleicarbonat ausgefallt und aus den ent- 
bleiten Filtraten die Milchsiure als Zinksalz isoliert. Nur 
wo §-Oxybuttersiure zugegen war, haben wir statt der Zink- 
die Magnesiumsalze bereitet und beide durch Alkohol getrennt, 
in den das oxybuttersaure Mg leicht hineingeht, wihrend das 
milchsaure fast quantitativ zuriickbleibt. — Die Bestimmung 


der unveriinderten f#-Oxybuttersiure geschah nach Shaffer 
(Abderhaldens Handbuch). 
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Der Eintritt von Chlorionen in den arbeitenden Muskel. 


Von 


Gustav Embden und Hermann Lange. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Juli 1923.) 


In einer Reihe friher veréffentlichter Untersuchungen 
konnte gezeigt werden, da8 bei der Tatigkeit isolierter Frosch- 
muskeln in sauerstoffversorgter Ringerlésung ein gegeniiber 
dem Ruhezustand vermehrter Austritt von Phosphorsiure in 
die Umgebungsfliissigkeit erfolgt. 

Wird die Muskelarbeit nicht bis zu stairkerer Ermiidung 
fortgesetzt, so verschwindet diese Vermehrung bald wieder, 
wihrend jede erheblichere Ermiidung mit gesteigerter Phosphor- 
siureabgabe verbunden ist, die parallel mit der Erholung des 
Muskels wieder zuriickgeht.') 

Die eben genannten Versuchsergebnisse wurden dahin 
gedeutet, daB bei der Muskelkontraktion — allem Anschein 
nach unter der Einwirkung der im Kontraktionsaugenblick ge- 
bildeten Siuren — eine quellungsartige Verainderung der sarko- 
plasmatischen”) Grenzschichten erfolgt, welche mit dem Aut- 
héren der Muskelarbeit rasch wieder zuriickgeht, sofern die 
Muskelarbeit nicht bis zur Ermiidung fortgesetzt wurde. Die 
eben erwaihnte Vermehrung der Phosphorsdureausscheidung 
bei der Ermiidung ist hiernach als der Ausdruck eines lingeren 
Bestehenbleibens der bei der Muskelkontraktion eingetretenen 
quellungsartigen Veriinderung der sarkoplasmatischen Grenz- 
schichten anzusehen, einer Verinderung, die mit verminderter 





1) G, Embden u. E. Adler, Uber die physiologische Bedeutung 
des Wechsels des Permeabilitiitszustandes von Muskelfasergrenzschichten, 
Diese Zs. Bd. 118, S. 1 (1922). 

2) G. Embden u. H. Lange, Muskelatmung und Sarkoplasma, 
Diese Zs. Bd, 125, S. 258 (1923). 
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scheint. 

Die Tatsache des vermehrten Austrittes von Phosphat- 
ionen bei der Arbeit und der Ermiidung muSte den Gedanken 
nahe legen, die Frage des EKintrittes anderer Ionen und in 
Hinblick auf die vermehrte Phosphorsiiureabgabe gerade 
anderer Anionen einer experimentellen Untersuchung zu unter- 
zichen. In erster Linie mufte hierbei an das Chlorion ge- 
dacht werden; denn ebenso wie die Konzentration der Phosphor- 
siure in der Muskelfaser eine sehr viel gréBere ist als in der 
interfibrillaren Flissigkeit, ist das Umgekehrte beziiglich der 
Chlorionen der Fall, so daB eine die Kontraktion begleitende 
Permeabilitatssteigerung durch osmotischen Ausgleich ebenso 
zu vermehrtem Eintritt von Chlorionen wie zum vermehrten 
Austritt von Phosphationen fiihren kénnte. 

An einen solchen lonenaustausch bei der Muskelkon- 
traktion muBte um so eher gedacht werden, als auch sonst 
funktionelle Anderungen mit Ionenaustausch zwischen Zelle 
und Umgebungsfliissigkeit verbunden sind. Wir brauchen nur 
an die bekannten Untersuchungen Hamburgers!) und 
Koeppes?) an Blutkérperchen zu erinnern. Fiir den Muskel 
selbst hat die Beobachtung seiner elektrischen Verainderungen 
bei der Titigkeit schon langst zu der Annahme gefiihrt, daB 
im Erregungsaugenblick ein Ionenaustausch (etwa unter Voran- 
gehen der eintretenden Kationen) erfolgt. Ihren schirfsten 
Ausdruck haben derartige Vorstellungen durch Bernstein 
gefunden. In jiingster Zeit haben Abderhalden und Gell- 
horn gezeigt, daB vom arbeitenden Muskel mehr Calcium auf- 
genommen wird, als vom ruhenden.’*) 

In der vorliegenden Untersuchung, die zum gréBten Teil 
wihrend des Sommers 1921 durchgefiihrt wurde, suchten wir 
zu erweisen, dafb Chlorionen unter dem Einflu8 der Muskel- 





') Hamburger, Zeitschr. f. Biol. Bd. 28, S. 405 (1892). 

2) Koeppe, Pfliigers Arch. Bd. 67, 8. 189 (1897). 

*) E. Abderhalden u. Gellhorn, Studien iiber die Quellbarkeit 
von Muskeln und ihre Permeabilitit unter verschiedenen Bedingungen, 
Pfliigers Arch. Bd. 196, S. 584 (1922). 
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arbeit aus der interfibrilliren Flissigkeit in die Muskelfasern 
iibertreten. 


Methodik. 


Wir gingen hierbei von der Uberlegung aus, daB, falls 
dies tatsiichlich der Fall ist, die Abgabe der Chlorionen an 
eine geeignete chlorfreie Waschfliissigkeit bei einem Muskel, 
der vor dem Verbringen in die Waschfliissigkeit gearbeitet hat, 
in anderer Weise erfolgen muB wie bei einem gleichartigen 
Ruhemuskel. 

Von vornherein war anzunehmen, daB sich das kapillire 
Spaltsystem, in dem sich die interfibrillare Fliissigkeit be- 
findet, leichter bis zur ,,Chlorfreiheit‘‘ der verwandten Fliissig- 
keit auswaschen lieBe, als die dieses Spaltsystem begrenzenden 
Muskelfasern. Treten also wirklich Chlorionen bei der Arbeit 
in die Fasern ein, so ist zu erwarten, daB wenigstens bei Ver- 
wendung einer Waschfliissigkeit, welche die Wiederherstellung 
des im ausgeruhten Muskel vorhandenen Kolloidzustandes der 
Muskelfasergrenzschichten gestattet, ein bestimmter Muskel un- 
mittelbar nach der Arbeit mehr Chlor an die Waschfliissigkeit 
abgibt als im ausgeruhten Zustande, und da ferner die Chlor- 
abgabe an die Waschfliissigkeit beim ,,Arbeitsmuskel“ langere 
Zeit andauert als beim Ruhemuskel. Dementsprechend gingen 
wir bei der Anstellung unserer Versuche folgendermafen vor: 

Die beiden Gastrocnemien von Fréschen wurden genau 
in der von Kmbden und Adler geschilderten Weise an 
Platinelektroden befestigt, von denen die obere beweglich und 
mit einem Schreibhebel verbunden war, und alsdann in Kopy- 
loffsche GefaBe versenkt, welche mit 10 ccm Ringerlésung von 
folgender Zusammensetzung beschickt wurden: 


RAs @ > 2 eee 
mi .... . eae, 
UaCl,. . . « + O62%, 
NaHCO,. . . . 003%), 


Diese Fiissigkeitsmenge reichte immer aus, um ein voll- 
stindiges Kintauchen der Muskeln zu erméglichen. Die Ringer- 
lésung wurde andauernd mit Sauerstoff durchperlt und durch 
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rasches Durchleiten von Leitungswasser durch den Mantel des 
Kopyloffschen GefaiBes gekiihlt. 

Sie wurde in beiderseits stets gleichen Zeitabstinden er- 
neuert und zunichst auf ihren Gehalt an Phosphorsiure unter 
Verwendung des friiher geschilderten nephelometrischen Ver- 
fahrens gepriift. 

Erst wenn beide Muskeln wihrend bestimmter Zeitriume 
keine oder keine wesentliche Phosphorsiureausscheidung mehr 
erkennen lieBen, wurde die Ringerlésung aus beiden GefaiBen 
gleichzeitig abgelassen, wiihrend die Sauerstoffdurchleitung an- 
dauerte. Kiner der Muskeln wurde nunmehr mit rasch auf- 
einanderfolgenden EKinzelinduktionsschligen unter Kinschaltung 
kurzer Erholungspausen bis zu starker Ermiidung gereizt. 
Nach AbschluB der Reizperiode wurden die Muskeln entweder 
fiir wiederum beiderseits gleiche Zeiten in Ringerlésung zuriick- 
gebracht oder unmittelbar — unter vorhergehender griindlicher 
Spiilung des GefiSes und der Elektroden mit destilliertem 
Wasser — wobei natiirlich jede Beriihrung des Muskels mit 
dem letzteren vermieden wurde, mit je 10 ccm der Wasch- 
fliissigkeit itibergossen. Die Waschfliissigkeit wurde zunichst 
wiederum in beiderseits gleichen ganz kurzen Zeitabstinden — 
meistens in solchen von einer Minute — erneuert, um die dem 
Muskel auSen anhaftende Fliissigkeit so gut wie méglich zu 
entfernen. Diese ersten Fliissigkeiten wurden verworfen und 
die Untersuchung auf Chlorionen durch nephelometrische 
Schitzung erst dann begonnen, wenn der Muskel dreimal 
wiihrend einer Minute in der geschilderten Weise abgewaschen 
war. Von den folgenden Waschperioden war die erste, bei 
der die Gefahr der Beimischung auBen anhaftender Chlorionen 
zur Waschflissigkeit am gréBten war, nur ganz kurz (3 bis 
4 Minuten). Weiterhin stieg die Dauer der einzelnen Wasch- 
perioden, deren Gesamtzahl 3—4 betrug, immer mehr an, so 
daB in der letzten die beiden Muskeln annihernd eine halbe 
Stunde ausgewaschen wurden. 

Als Waschfliissigkeiten dienten: 


1. Isotonische Kaliumsulfatlésung (1,57 °/,). 
2. Isotonische Rohrzuckerlésung (7 °/,). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXX. 
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Die Einwirkung dieser beiden F'liissigkeiten auf die Muskel- 
fasergrenzschichten ist wenigstens bei irgend langerer Dauer 
eine durchaus verschiedene. Nach einer im hiesigen Institut 
ausgefiihrten Untersuchung von Hans Vogel’) fihrt nimlich 
jeder lingere Aufenthalt von Muskeln in isotonischer Kalium- 
sulfatlésung zu einer starken Verringerung der an der Hand 
der Phosphorsiureausscheidung beurteilten Durchlissigkeit der 
Muskelfasergrenzschichten, wihrend nach den Befunden von 
Embden und Adler Rohrzuckerlésung gerade den umgekehrten 
HinfluB hat. 

Isotonische Kaliumsulfatlésung gestattet also beim Arbeits- 
muskel die Riickkehr der im Ruhezustande vorhandenen ge- 
ringen Permeabilitit, ja sie erleichtert diese Riickkehr sogar.*) 
Isotonische Rohrzuckerlésung hingegen wirkt auf die Permea- 
bilitat der Muskelfasergrenzschichten fiir Phosphorsiure im 
gleichen Siune wie die Arbeit, d. h. im Sinne einer Steigerung 
ein, Unterschiede im Verhalten der beiden genannten Wasch- 
fliissigkeiten, die offenbar durch eine quellungsvermindernde 
Wirkung auf das Sarkoplasma (bei der Kaliumsulfatlésung) oder 
durch eine Quellungsbegiinstigung (bei der Rohrzuckerlésung) 
ihre Erklirung finden. 

Die Untersuchung der Chlorausscheidung geschah in der 
Weise, daB je 5 ccm der Waschflissigkeit mit 2 Tropfen 
n/10-AgNO, und 2 Tropfen Salpetersiure von 25°/, versetzt 
wurden. Die entstehende Triibung wurde unter Verwendung 
gleich weiter Reagenzgliser mit dem Triibungsgrade verglichen, 
der in gleichen Fliissigkeitsmengen von bekanntem Chlorgehalt 
durch Versetzen mit den eben genannten Mengen Silberlisung 
und Salpetersiure erzielt wurde. Die stirkste Konzentration 
war m/5000 und diente zur Herstellung einer Verdiinnungs- 
reihe derart, daB die verwandten Standardfliissigkeiten bei der 





1) H. Vogel, Untersuchungen iiber die Kalilihmung, Diese Zs. 
Bd. 118, S. 50 (1922). 

®) DaB wiihrend ganz kurz dauernder Einwirkung _isotonischer 
Kaliumsulfatlésung auf den ruhenden Muskel das Umgekehrte der 
Fall ist, konnte kiirzlich von dem einen von uns (Lange) festgestellt 
werden und wird weiter unten niihere Erwihnung finden. 
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nephelometrischen Schitzung 0,60 mg-°/, Cl, 0,54 mg-°/,, 
0,48 mg-°/,, 0,42 mg-°/, usw. bis herab zu 0,07 mg-°/, Cl ent- 
hielten. Die in ihrem Chlorgehalt zu vergleichenden Fliissig- 
keiten erhielten zunichst alle den genannten Salpetersiure- 
zusatz; erst dann wurde mit gréBter Beschleunigung die Silber- 
lésung zu den zu untersuchenden und zu den Standardfliissig- 
keiten hinzugefiigt und sofort abgelesen, 

Der Genauigkeitsgrad dieser Methode ist sicher kein grofer, 
geniigte aber bei den in Frage kommenden starken Unter- 
schieden vollig. Neben der Chlorausscheidung wurde auch der 
Phosphorsaureaustritt in der frither geschilderten Art nephelo- 
metrisch geschitzt. 


Versuchsergebnisse. 


Wir geben zunichst die genaue Schilderung einiger Ver- 
suche wieder, die wir in letzter Zeit als Wiederholung zahl- 
reicher, schon im Sommer 1921 durchgefiihrter Untersuchungs- 
reihen angestellt haben. 


Versuche 1 und 2 (Nr. 40 und 41 des Protokolls). 


Am 6, Juni 1923 9*° Vorm. wurden zwei mittelgroBe, ziemlich leb- 
hafte Esculenten getétet, die 4 Gastrocnemien an den Platinelektroden 
befestigt und in je 10 cem sauerstoffdurchperlter Ringerlésung versenkt. 
Temperatur des die GefiBe umspiilenden Leitungswassers 14°. Die 
beiden Gastrocnemien des einen Frosches, wurden zu Versuch 1, die 
des anderen zu Versuch 2 benutzt. Die Ringerlésung wurde zuniichst 
éfters gewechselt. In Versuch 1 schied Muskel A wihrend der 1 stiindigen 
Periode von 11'°—12" 0,12 mg-°/, P.O; aus, Muskel B 0,06 mg-9/); in 
der unmittelbar darauffolgenden, ebenfalls 1 stiindigen Periode Muskel A 
0,08, Muskel B 0,03 mg-®*/>. In Versuch 2 gab Muskel A in der Stunde 
von 11%—12'° 0,08 mg-°/,, Muskel B 0,10 mg-°/, ab; in den darauf- 
foleenden 60 Minuten Muskel A 0,04, Muskel B 0,06 mg-°/,. In Ver- 
such 1 gab also Muskel A zunichst erheblich mehr Phosphorsiure ab 
als Muskel B, wihrend in Versuch 2 eine geringe Mehrausscheidung von 
Muskel B vorhanden war. 

Im ersten Versuch lag, entsprechend der erheblich gréBeren Permea- 
bilitit von Muskel A, die Reizschwelle fiir diesen Muskel, die um 2% 
festgestellt wurde, bei einem geringeren Rollenabstande — 9 cm — als 
fiir Muskel B — 11,5 em —; wiihrend die Schwellenerregbarkeit beider 
Muskeln des Versuchs 2 bei 10,5 cm gefunden wurde. Auch weiterhin 
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zeigte in Versuch 1 Muskel A eine héhere Durchlissigkeit fiir Phosphor- 
siure als Muskel B, er schied in der halbstiindigen Periode von 2°°—3°” 
0,01—0,02, von 3°°—8°? und 3°—4 geringe, von Periode zu Periode 
absinkende Phosphorsiuremengen aus, in der letzten der genannten 
Perioden waren nur noch Spuren nachweisbar. Muskel B gab wiahrend 
der drei letzten halbstiindigen Perioden tiberhaupt keine nachweisbare 
Phosphorsiuremenge ab. 

In den entsprechenden Perioden des Versuchs 2 lag die Phosphor- 
siiureausscheidung iiberall unter der Grenze der Nachweisbarkeit, nur in 
der ersten der 3 Perioden gab Muskel B eine sehr geringe Phosphor- 
siiuremenge, etwa 0,01 mg-°/, ab. Von 4°° ab wurden der durchlassigere 
Muskel des Versuchs 1 (Muskel 1 A) und der vielleicht etwas weniger 
durchlissige Muskel des Versuchs 2 (Muskel 2 A) in den Sekundirkreis 
des Induktoriums hintereinander geschaltet und bei einem Rollenabstande 
von 4em mit 120 Einzel-(Offnungs- und SchlieBungs-)Schliigen in der 
Minute gereizt. Vorher war aus simtlichen GefiBen die Ringerlésung 
bis auf einen kleinen, nicht bis an das untere Muskelende heranreichenden 
Rest abgelassen worden, der im Verein mit einer die obere Offnung des 
GefiBes bedeckenden Lage angefeuchteten Filtrierpapiers die Aus- 
trocknung des Priparates verhinderte. 

Schon 3 Minuten nach Beginn der Reizung (um 4°*) hatte die 
Zuckungshéhe bei beiden Muskeln erheblich abgenommen, noch stirker 
um 4°, Von 4°—4"'! wurde die Reizung unterbrochen. Bei beiden 
Muskeln, deren Bewegungen auf dem Kymographion registriert wurden, 
blieb ein deutlicher Verkiirzungsriickstand. Von 4" wurde die Reizung 
wieder aufgenommen, zunichst bei dem gleichen Rollenabstand wie 
vorher. Schon nach wenigen kraftigen Zuckungen nahmen die Kon- 
traktionen beiderseits stark ab. Von 4° ab wurde beim Rollenabstand 0 
gereizt und um 4? die Reizung abgebrochen; auch jetzt zeigten beide 
Muskeln einen erheblichen Verkiirzungsriickstand. Alle Muskeln kamen 
nunmehr sofort wieder in sauerstoffdurchperlte Ringerlésung, in der sie 
etwa 17 Minuten (47!—4%*) blieben. Wiahrend dieser Zeit schieden die 
Arbeitsmuskeln erhebliche Phosphorsiuremengen aus, Muskel 1 A 
0,07 mg-°/, P,O; der Ringerlésung, Muskel 2 A 0,11 mg-°/o. 

Nunmehr wurden die Gefi8e und Platinelektroden griindlich mit 
destilliertem Wasser gespiilt, wobei Beriihrung der Muskeln mit dem 
Wasser vermieden und auf die sorgfiltige Reinigung der Sauerstofi- 
durchleitungsrohre besonders geachtet wurde. Um 4*° wurden siimtliche 
GefiBe mit je 10 ccm isotonischer Kaliumsulfatlisung gefiillt; die 
Lisungen blieben zunichst je 1 Minute in den Gefi8en, um noch zweimal 
durch neve Kaliumsulfatlésung ersetzt zu werden. 

Die beiden Ruhemuskeln zeigten nach dem Verbringen in Kalium- 
sulfatlésung ganz erhebliche, die beiden Arbeitsmuskeln nur geringfiigige 
Kontraktur. 
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Protokollnummern: 40 und 41 
6. Juni 1923. 





In mg-°/, der Ringer- 


Arbeit 


Versuch 1 


Der. weitere Verlauf des Versuches geht aus untenstehender Ta- 
belle 1 hervor. 
| Tabelle 1. 


Versuch 2 


Waschfliissigkeit: 
Kaliumsulfat 





A 





y 
i 


Chlorausscheidung . 








I. Periode | Chlorausscheidung . 


| 6 Minuten | 
452___ 458 





It, Periode Chlorausscheidung . 
12 Minuten 


Phosphorsiureausscheidung. 


Spuren 


A 
Arbeit 








0,28 


Spuren 





0,21 


Spuren 


0,14 


Spuren 


Spuren 





0,42 


0,14 


0,35 


pea Bee Stoo ar erase 
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TV. Periode| Chlorausscheidung. . . . 0.35 
25 Minuten | 





58__ 10 


Phosphorsiureausscheidung . 0,01 





0,14 


0,00—0201 | 0,00—0,01| 0,01 





510__ 535 





0,07 0,42 


Phosphorsiiureausscheidung. 0,02 0 0,01 














Aus der ersten Vertikalreihe der Tabelle ist ersichtlich, daB bei 
siimtlichen Muskeln die Kaliumsulfatlésung in der ersten Periode nach 
3 Minuten, in der zweiten nach 6 Minuten, in der dritten Periode nach 
12 Minuten und in der vierten Periode nach 25 Minuten erneuert wurde. 

Betrachten wir zuniichst den Gang der Chlorausscheidung in Ver- 
such 1, so sehen wir, da8 in der ersten Periode der Muskel A 
0,28 mg-°/, Cl ausschied gegeniiber einer Chlorausscheidung von 0,21 mg-°, 
bei Muskel B. In der zweiten Periode betriigt die Chlorausscheidung 
beim Muskel A 0,21 mg-°/,, beim Muskel B 0,14 mg-°/,, in der dritten 
Periode gibt Muskel A die Menge von 0,42 mg-°/,, Muskel B nur 
0,14 mg-°/, ab. In der vierten Periode entspricht die Chlorausscheidung 
des Muskels A 0,35, die des Muskels B 0,07 mg-°/,. Wie man sieht, 
gibt also von vornherein der Arbeitsmuskel A etwas mehr Chlor an die 
Umgebungsfliissigkeit ab, als der Ruhemuskel B, und dieser Unterschied 
zugunsten des Muskels A wiichst von Periode zu Periode, so da8 in der 
ersten Periode sich die Chlorabgabe des Muskels B zu jener von A ver- 
hilt wie etwa 1: 1,3, in der letzten Periode aber wie 1:5. 
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Im wesentlichen ganz gleichartig verliuft auch die Chlorausscheidung 
im Versuch 2; in der ersten Periode allerdings ist hier ein erkennbarer 
Unterschied zwischen Arbeits- und Ruhemuskel nicht vorhanden (beide 
0,28), bereits in der folgenden Periode aber ist die Mehrausscheidung 
des Arbeitsmuskels deutlich, 0,21 gegeniiber 0,18, um in der dritten 
Periode noch stirker hervorzutreten (0,35 gegeniiber 0,14). In der letzten 
Periode erreicht der Chloraustritt beim Arbeitsmuskel das dreifache der 
Ausscheidung des Ruhemuskels, 0,42 gegeniiber 0,14. 

Die beiden Versuche zeigen also aufs Deutlichste, daf 
die Muskeln, welche vorher bis zu starker Ermiidung gearbeitet 
hatten, an isotonische Kaliumsulfatlésung weit griBere Cl- 
Mengen abgaben als die entsprechenden Ruhemuskeln. Mit 
der Dauer der Einwirkung der Kaliumsulfatlésung verstirkte 
dieser Unterschied in der Cl-Ausscheidung sich. 

Wenn die Mehrausscheidung von Chlor seitens des Arbeits- 
muskels im ersten Versuch stirker hervortritt als im zweiten, 
so hingt das wohl sicherlich damit zusammen, daf im ersten 
Versuch der Muskel mit den von vornherein merklich durch- 
lissigeren Grenzschichten als Arbeitsmuskel verwendet war. 
Hier addierte sich also die durch die Arbeit verursuchte 
Permeabilitatssteigerung zu der von vornherein vorhandenen 
gréBeren Durchlassigkeit. 

Auch die Phosphorsiureausscheidung, die an sich freilich 
innerhalb der kurzen Versuchsperioden iiberall nur sehr geringe 
Werte erreichte, war wenigstens im ersten Versuch, wo iiber- 
haupt ein Unterschied zu erkennen war, beim Arbeitsmuskel 
gréBer als beim Ruhemuskel, wobei freilich die von Anbeginn 
vorhandene gréBere Phosphorsiiureabgabe des zum Reizversuch 
benutzten Muskels beriicksichtigt werden mu8. Im zweiten Ver- 
such, in dem der ungereizt bleibende Muskel in der Vorperiode 
eher etwas mehr Phosphorsiure abgegeben hatte, ist der Ver- 
lauf der Phosphorsiiureausscheidung ein eigenartiger. In der 
ersten kurzen Versuchsperiode scheidet der Arbeitsmuskel 
Spuren aus, waihrend der Ruhemuskel keinerlei Ausscheidung 
erkennen liBt; in der zweiten, 6 minutigen Periode und in der 
dritten (12 Minuten) Periode in Kaliumsulfatlésung gibt der 
Ruhemuskel dagegen geringfiigige, jedoch deutlich erkennbare 
Phosphorsiuremengen ab, wihrend er in der vierten Periode, 
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gE trotzdem diese 25 Minuten dauerte, wiederum keinerlei Spur 7 
| von Phosphorséureausscheidung erkennen 1iBt. . 
‘ Diese voriibergehend vermehrte Phosphorsiureabgabe des : a 





n Ruhemuskels nach seinem Verbringen in isotonische Kalium- 
’ sulfatlésung ist eine bei geeigneter Versuchsanordnung regel- a 
q maBig festzustellende Erscheinung. Wie der eine von uns # 
4 (Lange) in noch unverdffentlichten Untersuchungen zeigen i 

P : konnte, geht namlich beim Verbringen ausgeruhter Muskeln 
. in Kaliumsulfatlésung der von Vogel beobachteten Ver- ‘ 
d minderung eine kurze Periode vermehrter Phosphorsiure- : 
; abgabe voraus. In der letzten, in der Tabelle wiedergegebenen ' 
‘ Periode des Versuches 2 ist von dieser Ausscheidungssteigerung i 
schon nichts mehr zu erkennen. i 

‘ : Unmittelbar nach Abschlu8 der vierten Periode der " 
i ; Waschung in Kaliumsulfat, wurden samtliche Muskeln wieder ; 
‘ | in Ringerlésung versetzt, die in einstiindigen Abstinden er- it 
4 neuert wurde. Annihernd 6 Stunden spater, um 10°° wurde te 
am die Erregbarkeit gepriift; siimtliche Muskeln waren wieder er- ‘ 
a regbar, und in der letzten einstiindigen Periode war nirgends : 
Phosphorsiiureausscheidung nachweisbar. : 

h Ubrigens unterlieBen wir es auch in allen ibrigen Ver- 
‘0 1 suchen nicht, uns jeweils am Schlusse von der Wieder- i 
4 ‘ herstellung der Muskeln nach langerem Aufenthalt in Ringer- ‘ 
1 OF lésung zu tiberzeugen. 
n ; Der fiir die beiden ersten Versuche soeben geschilderte a 
h § Verlauf der Chlorausscheidung von Ruhe- und Arbeitsmuskeln it 
oO in isotonischer Kaliumsulfatlésung ist durchaus charakteristisch. i) 
le § Er konnte auBer in einigen weiterhin zu besprechenden neueren i 
r =F Versuchen in zahlreichen dlteren festgestellt werden. Stets a 
or : zeigt also der Arbeitsmuskel nach seinem Verbringen in % 
ed -— Kaliumsulfat stirkeren Austritt von Chlor als der Ruhe- | 
1g muskel. 4 
er DaB die Verhiltnisse bei Anwendung von Rohrzucker- il 
er i lésung anders liegen, geht aus mehreren nunmehr zu schildernden i 
re Versuchen hervor, in denen als Waschfliissigkeit isotonische a 
e OP Rohrzuckerlisung benutzt wurde. oh 
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Versuch 3 und 4 (Nr. 42 und 43 des Protokolls). 


12. Juni 1923. Die vier Gastrocnemien von zwei vor kurzem ge- 
fangenen mittelgroBen Esculenten wurden um 3* nachmittags an den 
Elektroden befestigt und unter Sauerstoffversorgung in Ringerlésung 
ausgewaschen. Temperatur des Kiihlwassers 15—16°. 


Die Phosphorsiiureabgabe vor Beginn des Reizungsversuches war 
in beiden Versuchen beim Muskel B zunichst gréBer. In der halb- 
stiindigen Periode von 7*°—8 schied Muskel 3B nur noch Spuren, 
Muskel 4 B 0,01 mg-°/, P,O; aus, wihrend die A-Muskeln bereits in einer 
friiheren Periode keine Phosphorsiiure mehr abgegeben hatten. 


Um 7,10 wurden die Reizschwellen fiir die einzelnen Muskeln 
festgestellt; auch hier ergab sich, daB diejenigen Muskeln, welche 
weniger Phosphorsiiure abgaben, die gréBere Erregbarkeit besaBen: Ver- 
such 3A Rollenabstand 10,5em, 3B 8,5 em; Muskel 4A zeigte bei 
9,0, Muskel 4B erst bei 8,0 cm Rollenabstand eben erkennbare Kon- 
traktionen. 


Nach AbschluB der Vorperiode in Ringerlésung wurden in beiden 
Versuchen die Muskeln mit geringerer Permeabilitit, also die Muskeln A, 
bei einem Rollenabstand von 5ecm gereizt. Auch hier war die Ringer- 
lésung vorher abgelassen und das Kopyloffsche Gefa8 in der gelegent- 
lich der Besprechung der beiden ersten Versuche geschilderten Weise 
als feuchte Kammer hergerichtet. Wahrend der Reizung wurde wieder 
gasformiger Sauerstoff durchgeleitet; die beiden Muskeln waren im 
Sekundirkreis des Induktionsapparates hintereinander geschaltet. Sie 
wurden mit 120 Kinzelinduktionschligen pro Minute gereizt. Die 
Reizung begann 9°, Die von vornherein ausgiebigen Kontraktionen 
verstiirkten sich zunichst noch, doch trat schon nach 3 Minuten (9°°) 
eine Verminderung der Hubhéhen ein. Von 9°—9*" wurde bei Rollen- 
abstand 2 weitergereizt, 9''—9' die Reizung unterbrochen; beide 
Muskeln, namentlich Muskel 4 A zeigten Verkiirzungsriickstand. 9 bis 
9'° wurde wieder bei gleichbleibendem Rollenabstand gereizt. Die 
Zuckungshéhen nahmen rasch ab. Von 9'°—9'? wurde die Reizung 
wiederum unterbrochen und nunmehr beim Rollenabstand 0 mit 150 In- 
duktionsschligen pro Minute weitergereizt; beide Muskeln zeigten nur 
noch geringfiigige Zuckungen. Um 9” wurde die Reizung abgebrochen 
und saimtliche 4 Muskeln in je 10 cem Ringerlésung versenkt, die um 
9°! wieder abgelassen wurde. Um 9°? wurden GefiiBe und Elektroden 
mit destilliertem Wasser gespiilt und nunmehr die beiden Muskeln des 
Versuches 3 dreimal je 1 Minute mit isotonischer Kaliumsulfat- 
idsung, diejenigen des Versuches 4 in gleicher Weise mit isotonischer 
Rohrzuckerlésung gewaschen. Der Verlauf der Chlor- und Phos- 
phorsiureausscheidung der 4 Muskeln geht aus Tabelle 2 hervor. 





I. Peri 
3 Mint 

g36_ 
II. Per 
10 Min 


gto 





III. Per 
35 Min 
9°] 
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Versuch 3 | Versuch 4 
Protokollnummern: 42 und 48 
: Waschfliissigkeit : 
12. Juni 1923 
Kaliumsulfat | Rohrzucker 
In mg-°/, der Ringer- A B A B 
lésung Arbeit Ruhe Arbeit | Ruhe 
I. Periode | Chlorausscheidung . 0,42 0,35 0,28 0,21 
3 Minuten 
936.939 | Phosphorsiureausscheidung.| Spuren 0 canellinaca 0 
II. Periode | Chlorausscheidung . 0,14 0,14 0,14 0,21 
10 Minuten ; is 
9950 | Phosphorsiiureausscheidung . 0,01 ys 0,02 yoy 
III. Periode | Chlorausscheidung . 0,21 0,14 0,21 0,42 
35 Minuten 
950_492% | Phosphorsiureausscheidung. 0,01 0 0,08 |0,02—0,03 


Betrachten wir zuniichst die Chlorausscheidung in Ver- 
such 8, in welchem Kaliumsulfatlésung als Waschfliissigkeit 
verwandt wurde, so sehen wir, daB in der ersten Periode der 
Arbeitsmuskel 0,42 mg-°/, Cl ausscheidet, der Ruhemuskel 0,35; 
in der zweiten Periode ist die Cl-Ausscheidung der beiden 
Muskeln gleich (0,14); in der dritten Periode ist eine erheb- 
liche Mehrausscheidung des Arbeitsmuskels — 0,21 — gegen 
0,14 des Ruhemuskels vorhanden. 

In Versuch 4, in welchem Rohrzuckerlésung als Wasch- 
fliissigkeit benutzt wurde, wurde ebenfalls in der ersten Periode 
mehr Chlor vom Arbeitsmuskel als vom Ruhemuskel abgegeben 
(0,28 gegen 0,21). Schon in der zweiten Periode hat sich das 
Verhalten aber umgekehrt: der Arbeitsmuskel gibt nur 0,14, 
der Ruhemuskel 0,21 mg-°/, ab; noch starker tritt die Mehr- 
ausscheidung des Ruhemuskels in die Erscheinung in der dritten 
Periode, sie betriigt 0,42 gegen 0,21 des Arbeitsmuskels.’) 





1) Um 10% wurden simtliche Muskeln in sauerstoffdurchperlte 
Ringerlésung zuriickgebracht, in der sie itiber Nacht verblieben. Alle 
Muskeln waren am niichsten Morgen gut erregbar und lieBen in einer 
Periode von 30 Minuten entweder gar keine oder doch nur ganz gering- 
fiigige Phosphorsiiureausscheidung erkennen. 
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Der Verlauf der Phosphorsaéureausscheidung wahrend des 
Aufenthalts der Muskeln in den Waschflissigkeiten bot im 
Versuch 3 gegeniiber dem in Versuch 1 und 2 beobachteten 
keine Besonderheiten. Wenn in der dritten Periode, obgleich 
diese immerhin 35 Minuten dauerte, der Muskel 3A trotz der 
unmittelbar vorhergegangenen stark ermiidenden Arbeit nur 
sehr geringe Phosphormengen (0,01 mg-°/,) ausschied, so stimmt 
dieses Verhalten ganz mit der Beobachtung Vogels iiberein, 
wonach jeder lingere Aufenthalt von Muskeln in isotonischer 
Kaliumsulfatlésung zu verminderter Phosphorsidureausscheidung 
fiihrt; und ebenso entspricht die deutlich erkennbare Phos- 
phorsiureausscheidung des Ruhemuskels 3B in der zweiten, 
nur 11 Minuten wahrenden Periode der oben erwahnten Fest- 
stellung Langes, daf das Verbringen eines ausgeruhten 
Muskels in isotonische Kaliumsulfatlésung eine rasch voriiber- 
gehende Steigerung der Phosphorséureausscheidung hervorrutt. 

Ganz anders wie im Kaliumsulfatversuch 3 verhalt sich 
die Phosphorsiureausscheidung im MRohrzuckerversuch 4. 
Wahrend der ersten 3 Minuten dauernden Rohrzuckerperiode 
gibt der Arbeitsmuskel nur ganz geringfiigige Phosphorsiure- 
mengen ab. Schon in der niichsten Periode zeigt er aber eine 
deutliche Phosphorsiureausscheidnng, 0,02 mg-°/,, die Fliissig- 
keit des Ruhemuskels enthailt nur Spuren. In der dritten 
Periode ist die Phosphorsiureausscheidung des Arbeitsmuskels 
sehr erheblich geworden, sie betrigt 0,08 mg-°/,, wahrend der 
Ruhemuskel nur 0,02—0,03 mg-°/, ausscheidet. 

Im ganzen bildet der Verlauf des Versuches 3, in der die 
Waschung des Muskels mit Kaliumsulfat vorgenommen wurde, 
eine Bestiitigung der in den beiden ersten Versuchen ge- 
wonnenen Ergebnisse. Wenn die Mehrausscheidung von Chlor 
durch den Arbeitsmuskel nicht ganz so deutlich hervortritt, 
wie in Versuch 2 und namentlich in Versuch 1, so liegt das 
fraglos gréB8tenteils daran, daB hier zum Reizversuch der von 
vornherein erheblich weniger durchliassige Muskel benutzt 
wurde. Auffillig ist, daB in der zweiten Versuchsperiode der 
Arbeitsmuskel iiberhaupt nicht mehr, sondern nur gerade die 
gleiche Menge Chlor ausschied, wie der Ruhemuskel; vielleicht 
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hingt das damit zusammen, da wiahrend dieser Periode der 
Ruhemuskel sich gerade in dem rasch voriibergehenden Stadium 
der Permeabilitiitssteigerung befand, wie aus seiner deutlich 
erkennbaren Phosphorsdiureausscheidung hervorgeht. 

Ganz anders wie im Kaliumsulfatversuch verliuft die 
Chlorausscheidung im Rohrzuckerversuch. Nur in der ersten 
Periode von 3 Minuten zeigt der Arbeitsmuskel eine starkere 
Chlorabgabe als der Ruhemuskel, wihrend in den beiden 
folgenden Perioden — wie oben erwihnt — sich das Ver- 
haltnis umkehrt. 

Gleich hier wollen wir erwihnen, daf die Minderausschei- 
dung von Chlor durch den Arbeitsmuskel bei Verwendung 
isotonischer Rohrzuckerlésung als Waschfliissigkeit ein ebenso 
regelmaBiger Befund ist wie die Mehrausscheidung des gleichen 
Muskels bei Benutzung von Kaliumsulfatlésung. Und wenn in 
der ersten kurzen Periode des Versuches 4 der Arbeitsmuskel 
an die Rohrzuckerlésung mehr Chlor abgibt als der Ruhe- 
muskel, so ist das wohl darauf zuriickzufiihren, daB zu dieser 
Zeit der Rohrzucker seine charakteristische Wirkung iiber- 
haupt noch nicht oder jedenfalls noch nicht in geniigendem 
MaBe entfalten konnte. 

Diese charakteristische Wirkung des Rohrzuckers auf die 
Muskelfasergrenzschichten besteht nun, wie schon von Embden 
und Adler dargetan wurde, in einer Steigerung ihrer Durch- 
lassigkeit. Die genannten Autoren fanden, da die beim 
Aufenthalt eines Muskels in isotonischer Rohrzuckerlésung 
eintretende Lahmung mit einer auSerordentlich starken Ver- 
mehrung der Phosphorsiureausscheidung einhergeht. Ganz im 
gleichen Sinne sprechen die Versuche Vogels, nach denen 
kurz dauernder Aufenthalt in isotonischer Rohrzuckerlésung 
sowohl den Eintritt der Kalilihmung wie auch die Er- 
holung des kaligelahmten Muskels beschleunigt; und in 
dieselbe Richtung weisen Untersuchungen von Embden und 
Lange (a. a.0O.), in denen als regelmifige Folge des un- 
gewohnlich starken Quellungszustandes der sarkoplasmatischen 
Grenzschichten beim Aufenthalt in isotomischer Rohrzucker- 
lésung eine ungewoéhnlich starke Atmungssteigerung auftrat. 
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Die in Versuch 4 beobachtete Vermehrung der Phosphorsiure- 
ausscheidung war also von vornherein als Folgeerscheinung 
der Einwirkung isotonischer Rohrzuckerlésung zu erwarten. 
Und es darf auch nicht wundernehmen, da die Phosphor- 
Siitureausscheidung beim Muskel A, der durch eben voran- 
gegangene Arbeitsleistung ermiidet wurde, betrachtlicher war 
als beim ‘Ruhemuskel. Offenbar addiert sich die fiir den 
Aufenthalt in isotonischer Rohrzuckerlésung charakteristische 
Ausscheidungssteigerung fiir Phosphorsiure zu der ebenso 
regelmiBig eintretenden Vermehrung der Phosphorsiureabgabe 
wihrend des Ermiidungszustandes. 

Wir wollen nun zunichst das Ergebnis einiger weiterer 
durchaus gleichsinnig verlaufener Versuche wiedergeben. 


Versuch 5 und 6 (Nr. 38 und 39 des Protokolls). 


1. Juni 1923. Zwei mittelgroBe, sehr lebhafte Esculenten (vor 
2 Tagen gefangen), wurden durch Dekapitation getétet und die 
Gastrocnemien so rasch wie méglich priipariert, an den Elektroden be- 
festigt und im Kopyloffschen Gefi& mit je 10 ccm sauerstoffdurch- 
perlter Ringerlésung bedeckt. Temperatur des Kihlwassers 16°. Fiir 
jeden der beiden Versuche wurden dic zusammengvhorigen Gastrocnemien 
verwandt. Die Ringerlésung wurde in den ersten Stunden mehrfach 
gewechselt. In der Periode von 4*%—5' betrug die Phosphorsiure- 
ausscheidung in Versuch 5 beim Muskel A 0,03 mg-°/, der Ringerlésung 
und beim Muskel B ebensoviel. Im Versuch 6 waren die entsprechenden 
Werte fiir Muskel A 0,01 und fiir Muskel B 0,03. Weiterhin wurde die 
Ringerlésung von 20 zu 30 Minuten erneuert; in den halbstiindigen 
Perioden von 7°—7* und 7°°—8° schied keiner der Muskeln erkenn- 
bare Phosphorsiuremengen aus. Die am Nachmittag ermittelten Reiz- 
schwellen lagen im Versuch 5 fiir die Muskeln A und B beim Rollen- 
abstand von 11cm, entsprechend dem gleichen Permeabilititszustande 
der sarkoplasmatischen Grenzschichten beider Muskeln, wiihrend in 
Versuch 6 der Muskel A ganz entsprechend seiner geringeren Phosphor- 
siureausscheidung eine niedrigere Reizschwelle hatte als Muskel B 
(Rollenabstand beim Muskel A 12,6cm, bei Muskel B 10,0 em). Die 
maximale Zuckungshéhe aller Muskeln war sehr iihnlich. 

Von 8" ab wurden die Muskeln 5B und 6A im gleichen sekun- 
diiren Stromkreis hintereinander geschaltet und beim Rollenabstand 4 
mit 160 Einzelinduktionsschligen pro Minute gereizt. Schon nach 
2 Minuten waren die auf dem Kymographion registrierten Zuckungs- 
hdhen stark vermindert. Von 8'’—8'* wurde aie Reizung unterbrochen. 
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Kein erheblicher Verkiirzungsriickstand. 8'® Fortsetzung der Reizung 
bei gleichem Rollenabstande wie vorher. 8%? Rollenabstand 0. Auch 
jetzt bleibt die Zuckungshéhe gering. 8°’ Ende der Reizung. Beide 
Muskeln sind auch beim Rollenabstande 0 voéllig unerregbar und zeigen 
einen erheblichen Verkiirzungsriickstand. Nunmehr werden Elektroden 
und Kopyloffsche Gefi8e mit destilliertem Wasser griindlich gespiilt 
und die Muskeln zweimal je 1 Minute mit isotonischer Rohrzuckerlésung 























gewaschen; die Waschfliissigkeiten werden nicht untersucht. Der 
weitere Verlauf des Versuchs geht aus der Tabelle 3 hervor. 
Tabelle 3. 
Versuch 5 Versuch 6 
Protokollnummern: 38 und 39 
1. Juni 1923 Waschflissigkeit: 
Rohrzucker 
In mg-°/, der Ringer- A | B A | BB 
lésung Ruhe | Arbeit | Arbeit | Ruhe 
IL, Periode Chlorausscheidung. .. . 0,59 0,42 0,28 0,14 
4 Minuten ai ae 
| ‘ | minimale | minimale 
| gsi_gss | Phosphorsiiureausscheidung . 0 | Spuren | Spuren 0 
Il. Periode (Chlorausscheidung. . . . 0.28 | 0,07 0,07 0,28 
5 Minuten | | 
g35__g4o | Phosphorsiureausscheidung. 0 0O—0,01 | 0—0,01 0 
JL. Periode | Chlorausscheidung. . . . 035  § 0,14 0,14 0,35 
10 Minuten | | 
» gio_gso | Phosphorsdureausscheidung.| O0—0,01 0,02 0,02 0,01 
IV. Periode | Chlorausscheidung . 0,42 0,28 0,28 0,42 
40 Minuten 
Q50__g30 ini 0,02—0,03 | 0,02—0,03} 0,03 0,03 
| 














In der ersten, 4 Minuten langen Periode, wihrend der 
die Chlorabgabe der Muskeln verfolgt wurde, ergab sich in 
beiden Versuchen eine Mehrausscheidung des Arbeitsmuskels: 
in Versuch 5 schied wahrend dieser Periode der Arbeits- 
muskel 0,42, der Ruhemuskel 0,35 aus, wihrend in Versuch 6 
die Chlorabgabe beim Arbeitsmuskel 0,28, beim Ruhemuskel 
0,14 betrug. In diesen beiden, mit Rohrzucker als Wasch- 
fliissigkeit angestellten Versuchen hat sich schon in der 
niichsten — 5 Minuten langen — Periode das Ausscheidungs- 
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verhiltnis véllig umgekehrt. In beiden Versuchen zeigt der 


Arbeitsmuskel 0,07, der Ruhemuskel 0,28 mg-°/, Chloraus- 
scheidung. Auch in der dritten Periode ist der Unterschied 
in der Chlorausscheidung zugunsten der beiden Ruhemuskeln 
noch ein sehr betrachtlicher (beide Arbeitsmuskeln 0,14, beide 
Ruhemuskeln 0,35), Auch in der letzten Periode von 40 Mi- 
nuten tritt die Ausscheidung der Arbeitsmuskeln mit 0,28 
hinter die der Ruhemuskeln mit 0,42 zuriick. 

Auf den Verlauf der Phosphorsiureausscheidung in diesen 
beiden Versuchen brauchen wir nur ganz kurz einzugehen. Er 
ist fir die Arbeits- und Ruhemuskeln in allen Versuchen sehr 
ahnlich, doch ist die Phosphorsiureausscheidung in den Arbeits- 
muskeln fast iiberall etwas gréBer. 


Versuch 7 und 8 (Nr. 44 und 45 des Protokolls). 


17. Juni 1923. Um 8*° wurden die Gastrocnemien zweier 
kleiner Esculenten, die vor mehr als zwei Wochen getangen 
waren, pripariert und an den Elektroden befestigt. Die Aus- 
waschung der Muskeln in sauerstofiversorgter Ringerlésung 
geschah in der oben geschilderten Weise. Die Temperatur 
des Kiithlwassers betrug 16°. 

Der Verlauf der Phosphorsiureausscheidung der 4 Muskeln, 
der wihrend der Vorperiode in halbstiindlichen Abstinden 
untersucht wurde, soll im einzelnen -nicht geschildert werden. 
Es ergab sich fiir Versuch 7 eine etwas gréBere Durchlassig- 
keit des Muskels B fiir Phosphorsiure, waihrend in Versuch 8 
beide Muskeln keinen Unterschied in der Phosphorsiureabgabe 
erkennen lieBen. 

Auffalligerweise war in Versuch 7 trotz seiner gréBeren 
Phosphorsiureausscheidung der Muskel B erregbarer als der 
Muskel A: Reizschwelle des Muskels B bei 9,5, des Muskels A 
bei 8,0 cm Rollenabstand. Ein solches Verhalten ist ganz un- 
gewohnlich. 

Um 1?” wurde die Ringerlésung abgelassen und die Mus- 
keln 7A und 8A in der oben geschilderten Weise beim 
Rollenabstand von 5,5 cm mit 175 Einzelinduktionsschligen in 
der Minute gereizt. Um 17° betrug die Reizfrequenz 108, die 
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Zuckungshéhe war stark gesunken; von 17 ab wurde die Rei- 
zung beim Rollenabstand 0 vorgenommen, um 1*° waren beide 
Muskeln vollig ermiidet. 1? Reizung unterbrochen. Samtliche 
Muskeln wurden nun in Ringerlésung verbracht, die um 1*° 
wieder abgelassen wurde. Nach der Spiilung der GefaBe und 
Elektroden mit destilliertem Wasser wurden die Muskeln 3 mal 
je 1 Minute in jedesmal erneuerte Waschfliissigkeit gebracht. 

In Versuch 7 diente isotonische Kaliumsulfat-, in Versuch 8 
isotonische Rohrzuckerlésung als Waschfliissigkeit. Der Verlauf 
der Chlor- und Phosphorsiureausscheidung ist aus Tabelle 4 
ersichtlich. 


Tabelle 4. 








Versuch 7 Versuch 




















8 
Protokollnummern: 44 und 45 
‘ Waschfliissigkeit 
17. Juni 1923 
Kaliumsulfat | Rohrzucker 
In mg-°/, der Ringer- A B A B 
losung Arbeit Ruhe Arbeit Ruhe 
.Periode | Chlorausscheidung . 0,11 0,07 0,07 0,14 
Minuten | 
{#2445 | Phosphorsiiureausscheidung. 0 0 0 0 
Periode | Chlorausscheidung . 0,14 0,11 0,14 | 0.14 
Minuten | 
j_486 | Phosphorsidureausscheidung.| fraglich Spur! 0,02 | 0,62 
I. Periode Chlorausscheidung . 0,14 0,07 0,21 | 0,07 
b Minuten | 
{7930 | Phosphorsaiureausscheidung. 0,01 0 0,04 | 0,10 
! 














Wir wenden uns zuniachst der Besprechung der Chlor- 
ausscheidung in Versuch 7 zu, wo Kaliumsulfat als Wasch- 
fliissigkeit diente. In allen drei Perioden gibt auch in diesem 
Versuche der Arbeitsmuskel mehr Chlor ab als der Ruhe- 
muskel, wobei der Unterschied zugunsten des Arbeitsmuskels 
in der letzten Periode am stiarksten ist (0,14 2u 0,07). Phosphor- 
siureausscheidung war in der ersten Periode iiberhaupt nicht 
bemerkbar, in der zweiten namentlich am Ruhemuskel eben 
erkennbar (siehe das oben iiber die rasch voriibergehende 
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Permeabilitiitszunahme in isotonischer Kaliumsulfatlisung Ge- 
sagte) in der dritten Periode war trotz ihrer dreifach so langen 
Dauer eine Phosphorsiureausscheidung am Ruhemuskel nicht 
mehr nachweisbar, wihrend sie am Arbeitsmuskel deutlich 
vorhanden war. 

Im Ganzen ist also der Verlauf des Versuchs 7 durchaus 
der auch in den iibrigen mit Kaliumsulfatwaschung beob- 
achtete. 

Auffallig, ja auf den ersten Blick den bisherigen Versuchen 
widersprechend, erscheint der Gang der Chlorausscheidung in 
Versuch 8, wo die Waschung mit isotonischer Rohrzucker- 
lésung erfolgte. In der ersten Periode gibt freilich der Ruhe- 
muskel gréBere Mengen Chlor ab, als der Arbeitsmuskel, jedoch 
schon in der zweiten Periode ist die Ausscheidung beider 
Muskeln gleich (0,14) und in der dritten betragt die vom 
Arbeitsmuskel abgegebene Chlormenge das Dreifache (0,21), 
der des Ruhemuskels (0,07), ein Verhalten, das den bisherigen 
Versuchen mit Rohrzuckerwaschung durchaus_ widerspricht. 
Indessen wird dieser Widerspruch bei Kenntnis der niheren 
Versuchsumstiinde ohne weiteres verstindlich: schon wahrend 
der ersten Periode in Rohrzucker zeigte nimlich der Ruhe- 
muskel eine rasch zunehmende, bereits in der zweiten Periode 
maximal werdende Kontraktur. Anscheinend war irgendeine 
starke Schiidigung des Muskels eingetreten. Auch die Phosphor- 
siureabgabe verhielt sich durchaus anders wie gewodhnlich. 
Wahrend nimlich sonst der Austritt von Phosphorsiure beim 
Arbeitsmuskel in Rohrzuckerlésung rascher ansteigt als beim 
Ruhemuskel (siehe die Versuche 4, 5 und 6), ist hier das Um- 
vekehrte der Fall. In der ersten Periode zeigen beide Mus- 
keln tiberhaupt keine erkennbare Phosphorsiureausscheidung, 
in der zweiten erreicht sie beiderseits den Wert von 0,02 und 
in der dritten Periode betrigt sie beim Arbeitsmuskel 0,04 
hingegen beim Ruhemuskel bereits 0,10! DaB die Kontraktur 
des Ruhemuskels wirklich der Ausdruck eine> schweren Schi- 
digung war, geht daraus hervor, da8 dieser Muskel nach dem 
Verbringen in Ringerlésung in Kontrakturstellung verharrte, 
dauernd starke Phosphorsiiureausscheidung zeigte und — im 
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Gegensatz zu allen itibrigen Muskeln der Versuche 7 und 8 — 
seine Erregbarkeit nicht mehr wiedergewann. Offenbar war 
also sowohl das starke Uberwiegen der Phosphorsiureabgabe 
wie die starke Minderausscheidung von Chlor gegeniiber dem 
Arbeitsmuskel durch eine irreversible, zum Absterben fiihrende 
Schidigung des Ruhemuskels bedingt. Und wohl fraglos war 
der ungewohnliche Verlauf der Chlor- und Phosphorsiure- 
ausscheidung darauf zuriickzufiihren, daB die Schidigung des 
Muskels B in noch viel stiirkerem Grade als die vorangegangene 
Muskelarbeit von A eine Permeabilitatssteigerung herbeigefiihrt i 
hatte. i 

Es erscheint nicht ohne Interesse, daB die Kontraktur i 
des Muskels, die nach ihrem Verlauf der Totenstarre nahe i. 
verwandt, ja vielleicht mit ihr identisch war, zu einer Ver- ; 
‘inderung der Grenzschichten fiihrte, die nicht nur — wie : 
schon aus friiher verdéffentlichten Untersuchungen bekannt war 2 
(Embden und Adler) — mit einem vermehrten Austritt von i 
Phosphorsiure, sondern auch mit einer verminderten Abgabe 
bzw. einem verstirkten Kintritt von Chlorionen verbunden ist. 


1 AuBer den bisher wiedergegebenen liegen uns zahlreiche . 
. andere, den neuerlich erhaltenen aihnliche Versuchsergebnisse ‘ 
: vor, die schon wihrend des Jahres 1921 gewonnen wurden i 
, und von deren genauerer Darstellung wir absehen wollen. \ 


. Immerhin sei darauf hingewiesen, da8 in 26 iilteren Arbeitsversuchen 
' (Sommer 1921), die in ganz iihnlicher Weise wie die oben geschilderten 
’ | angestellt wurden, 10mal Kaliumsulfatlésung, 16mal Rohrzuckerlésung 
als Waschfliissigkeit verwandt wurde. Simtliche 26 Versuche fielen so 
aus, wie es nach den oben naher geschilderten Ergebnissen erwartet 
werden mub, d. h. bei Verwendung von Kaliumsulfat als Waschfliissigkeit 
| gab immer der Arbeitsmuskel, bei Verwendung von Rohrzuckerlésung 
immer der Ruhemuskel mehr Chlorionen ab. 
1 AuBerdem wurden 5 Versuche an Ruhemuskelpaaren mit von vorn- i 
{ herein ausgesprochen ungleicher Permeabilitit der Grenzschichten — ( 
beurteilt nach der Gré8e der Phosphorsiureausscheidung, der das Ver- 
j halten der Reizschwellen véllig entsprach — angestellt, 4mal diente 
a hier Kaliumsulfat als Waschfliissigkeit: in siimtlichen 4 Versuchen gab 
n der permeablere Muskel mehr Chlorionen als der impermeablere an die 
isotonische Salzlisung ab. In einem Versuch verwandten wir iso- 
tonische Rohrzuckerlésung zur Auswaschung mit dem Ergebnis, da 
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hier die Chlorabgabe des permeableren Muskels geringer als die des 
weniger durchlissigen war. 

Ganz gleichsinnig verlief auch eine Versuchsreihe, in der das Ver- 
halten von arbeitenden und ruhenden Muskeln nicht Chlorionen, sondern 
Jodionen gegeniiber verglichen wurde. Es zeigte sich niimlich in 6 Ver- 
suchen, in denen isotonische Kaliumsulfatlésung als Waschfliissigkeit 
zur Verwendung gelangte, daB der Arbeitsmuskel, der sich ebenso wie 
der Ruhemuskel entweder vor oder nach der Arbeitsperiode in natrium- 
jodidhaltiger Rohrzuckerlésung aufgehalten hatte, jedesmal erheblich 
mehr Jodionen an die Kaliumsulfatlésung abgab, als der Ruhemuskel. 
Ganz das Gleiche war der Fall in 9 Versuchen, in denen statt isotonischer 
Kaliumsulfatlisuvg Ringerlésung als Waschfliissigkeit verwandt wurde. 

Auch an ruhenden Muskeln wurden einige Versuche mit jodid- 
haltiger Rohrzuckerlésung angestellt, deren Ergebnis vollstiindig den 
bisher geschilderten entspricht. 2mal wurde nimlich die Durchlissig- 
keit des einen Muskels vor der Kinwirkung der natriumjodidhaltigen 
Fliissigkeit durch kurzen Aufenthalt in isotonischer Rohrzuckerlésung 
gegeniiber dem in Ringerlésung befindlichen gesteigert und 4mal durch 
Vorbehandlung mit isotonischer Kaliumsulfatlésung vermindert. Wirkte 
auf derartig vorbehandelte Muskeln nunmehr unter gleichen Bedingungen 
eine natriumjodidhaltige Umgebungsfliissigkeit ein, so fiihrte nachherige 
Auswaschung mit Ringerlésung in simtlichen Fillen zu dem erwarteten 
Ergebnis, d. h. die rohrzuckervorbehandelten Muskeln gaben ganz erheb- 
lich mehr, die kaliumsulfatvorbehandelten ganz erheblich weniger Jodionen 
an die Ringerlésung ab, als die entsprechenden Kontrollmuskeln. 


Auf Grund der Erfahrungen, die wir bereits damals 
machten, méchten wir nur noch mitteilen, daB nicht nur jene 
Anderungen des kolloiden Zustandes der Grenzschichten, die 
bei der Muskelarbeit sich finden, den EKintritt der Chlorionen 
in diese Grenzschichten bzw. ihre Fixation daselbst erleichtern, 
sondern dab z. B. von zwei Gastrocnemien, welche ohne Rei- 
zung noch lingere Zeit nach der Priparation und 6fters wieder- 
holter Waschung in Ringerlésung ungleiche Phosphorsiure- 
ausscheidung aufweisen, derjenige, der die stirkere Phosphor- 
siureabgabe zeigt, an isotonische Kaliumsulfatlésung mehr, an 
isotonische Rohrzuckerlésung weniger Chlor abgibt als der 
weniger Phosphorsiure ausscheidende Vergleichsmuskel; wenig- 
stens gilt das fiir kiirzer andauernde Auswaschungsversuche. 

Es wire sicherlich von Interesse, den Chlorgehalt von 
Ruhe- und Arbeitsmuskeln nach Auswaschung mit den beiden 
von uns angewandten Waschfliissigkeiten festzustellen und wir 
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haben bereits Untersuchungen nach dieser Richtung begonnen. 
Aus diesen Versuchen geht schon jetzt soviel hervor, daB ein 
Muskel, auch wenn er in lingeren Zeitraumen an seine Um- 
gebungsfliissigkeit keine Spuren von Chlor mehr abgegeben 
hat, bei der Veraschung noch recht erhebliche Chlormengen 
enthalten kann. 


Aus der Gesamtheit unserer Versuche geht hervor, daB 
die Auswaschbarkeit der Chlorionen aus isolierten, lebensfrischen 
Froschmuskeln durch unmittelbar vorangehende Arbeit ent- 
scheidend beeinflu8t wird, derart, daB beim Vergleich mit dem 
entsprechenden, ohne vorhergehende Reizung untersuchten 
Muskel der anderen Seite je nach der Art der angewendeten 
Waschfliissigkeit der Arbeitsmuskel regelmifig in mehreren 
aufeinanderfolgenden Perioden mehr bzw. weniger Chlor abgibt 
als der Ruhemuskel; und zwar fiihrt vorangehende Muskel- 
arbeit zu einer Mehrausscheidung von Chlor, wenn iso- 
tonische Kaliumsulfatlésung, zu einer Minderausschei- 
dung, wenn isotonische Rohrzuckerlésung zur Waschung 
verwendet wird. 


Wie ist dieses eigenartige Verhalten zu erkliren? 


Wir glauben am besten dadurch, dab — wie friiher ge- 
zeigt wurde — bei irgend laingerem Aufenthalt in isotonischer 
Kaliumsulfatlésung die Durchlissigkeit von gewissen, allem 
Anschein nach mit dem Sarkoplasma identischen Grenzschichten 
vermindert, beim Aufenthalt in isotonischer Rohrzuckerlésung 
im Gegenteil stark vermehrt wird. Langerer Aufenthalt in 
isotonischer Kaliumsulfatlésung fihrt also einen Zustand der 
Muskelfasergrenzschichten herbei, wie er fiir den ausgeruhten 
Muskel eigentiimlich ist, wihrend Kinwirkung von elektrolyt- 
freier Rohrzuckerlésung umgekehrt einen mit vermehrter Perme- 
abilitait der Grenzschichten einhergehenden Zustand hervorruft, 
der jenem nach vorangegangener Muskelarbeit und namentlich 
bei der Ermiidung nicht unihnlich ist, nur daB die Rohr- 
zuckerwirkung zu noch gréBerer Permeabilititssteigerung fiihrt 


als sie unter den eben erwihnten Bedingungen beobachtet wird. 
24* 
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Die Permeabilitatsverminderung in isotonischer Kalium- 
sulfatlésung einerseits und ihre Vermehrung in _ isotonischer 
Rohrzuckerlésung anderseits wurden vor allem aus dem Ver- 
halten der Phosphorsiureabgabe des Muskels erschlossen, die 
im ersten Falle auf minimale Werte absinkt, im zweiten zu 
maximalen ansteigt. 

Allem Anschein nach ist nun der Eintritt von Chlorionen 
in den Muskel gerade dann erleichtert, wenn ein vermehrter 
Austritt von Phosphorsaure erfolgt und gerade dann erschwert, 
wenn der Austritt von Phosphorsiure herabgesetzt ist; die 
gleiche Permeabilititssteigerung, die zur vermehrten Abgabe 
von Phosphorsiure fiihrt, ist daher mit verminderter Chlorabgabe 
(bzw. gesteigerter Chloraufnahme) durch den Muskel verbunden, 
umgekehrt erfolgt bei der zu verminderter Phosphorsiureaus- 
scheidung fiihrenden Anderung des kolloidalen Zustandes eine 
vermehrte Chlorabgabe bzw. eine verminderte Chloraufnahme. 

Cl-Ionen treten also, wie es den Anschein hat, dann in 
den Muskel besonders reichlich ein, oder werden vom Muskel 
besonders wenig abgegeben, wenn viel Phosphorsiiure austritt 
und umgekehrt. 

Alles spricht dafiir, da8 bei den wihrend der Muskelarbeit, 
der Ermiidung und auch der Rohrzuckerlihmung auftretenden 
kolloiden Anderungen ein Austausch der Anionen der Phosphor- 
siure und der Salzsiure stattfindet, daf& also die Muskelarbeit 
ebenso wie mit Abgabe von Phosphationen auch mit Aufnahme 
von Cl-lonen verbunden ist. 

Auf die physiologische Bedeutung dieses Eintritts von 
Cl-[onen wihrend der Muskelarbeit soll an dieser Stelle noch 
nicht eingegangen werden. 


Zusammenfassune. 


Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind folgende: 

1. Wascht man die beiden Gastrocnemien eines Frosches 
in Ofters gewechselter sauerstoffversorgter Ringerlésung so 
lange aus, bis beide Muskeln in gleichen Zeitabstiinden an- 
nihernd gleich geringe Phosphorsiuremengen an die Umgebungs- 
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flissigkeit abgeben und 1li8t nunmehr den einen Muskel in 
gasformigem Sauerstoff bis zur Ermiidung arbeiten, waihrend 
der andere sich ungereizt in Sauerstoff befindet, so fihrt, 
einerlei, ob man einen kurz andauernden Aufenthalt in Ringer- 
lésung einschaltet oder nicht, nachherige gleichartige Behandlung 
beider Muskeln mit éfters gewechselter isotonischer Kalium- 
sulfatlésung bzw. isotonischer Rohrzuckerlésung zu charak- 
teristischen Ergebnissen: 

a) Beim Aufenthalt beider Muskeln in Kaliumsulfat gibt 
der Arbeitsmuskel weit mehr Chlor an die Waschfliissigkeit 
ab als der Ruhemuskel. 

b) Beim Aufenthalt beider Muskeln in Rohrzucker scheidet I 
umgekehrt der Arbeitsmuskel weit weniger Chlor als der Ruhe- | 
muskel aus. 

2. Von 2 Muskeln, die ohne Reizung in sauerstoffversorgter 
Ringerlésung ausgewaschen sind, gibt derjenige mehr Chlor an 
isotonische Kaliumsulfatlésung und weniger an _ isotonische 
Rohrzuckerlésung ab, dessen sarkoplasmatische Grenzschichten, 
gemessen an der GréBe des Phosphorséureaustritts, per- 
meabler sind. 

3. Auf die oben versuchte Deutung der genannten Er- 
scheinungen kann hier nicht nochmals eingegangen werden; 
nur die aus der Gesamtheit unserer Versuche gezogene 
SchluBfolgerung sei wiederholt, daB mit dem Austritt 
von Phosphationen bei der Muskelarbeit ein Hintritt 
von Chlorionen verbunden ist; das gleiche gilt fiir die 
Muskelermiidung und die Rohrzuckerlaihmung. 





Uber die Wirkungsverschiedenheit optischer Isomeren. 
(Vergleich von 1-Cocain und d-Cocain.) 


Von 


R. Gottlieb. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1923.) 


In diesem Bande, der dem Fiihrer der deutschen physio- 
logischen Chemie gewidmet ist, mag als bescheidener Beitrag 
aus dem Nachbargebiete einiges iiber das pharmakologische Ver- 
halten optischer Isomeren der Cocaingruppe mitgeteilt werden, 
da sich die wahrscheinliche Erklirung einer auffallenden Diffe- 
renz ihrer Giftwirkung auf die verschiedene Angreifbarkeit 
optischer Antipoden durch Fermente des Stoftwechsels stiitzen 
kann. Ich habe vor kurzem iiber einige durch die Unter- 
suchungen Willstatters und die Mitarbeit des wissenschaft- 
lichen Laboratoriums E. Merck der pharmakologischen Pri- 
fung zuginglich gewordene Isomere des Cocains berichtet?), 
die sich zunichst je nach ihrer Zugehérigkeit zu einer 
»Normalreihe* oder einer ,,Pseudoreihe“ verschieden verhalten. 
Diese beiden Reihen unterscheiden sich durch eine cis-trans- 
Isomerie der Hydroxylgruppe in deren Stellung zu den 
iibrigen Segmenten des Cocainmolekiils. Da eine derartige 
Verschiedenheit der riumlichen Lagerung auch die chemischen 
und physikalischen Eigenschaften nicht unwesentlich dndert, 
kann auch die Verschiedenheit des pharmakologischen Ver- 
haltens nicht iiberraschen. GréBeres theoretisches Interesse 
bietet dagegen die rein optische Isomerie in der Cocain- 
gruppe. Sie entsteht durch den Eintritt der Carboxylgruppe 
in der Nachbarschaft ungleichwertiger asymmetrischer Kohlen- 
stoffatome des Tropanmolekiils. Solche optische Antipoden 
stimmen bekanntlich nach Léslichkeit, Oberflichenaktivitit, 





1) R. Gottlieb, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. Bd. 97, 5.113 (1925). 
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Adsorbierbarkeit usw. iiberein und sind physikalisch bis auf 
die eine Higenschaft, die Ebene des polarisierten Lichts in 
entgegengesetzter Richtung zu drehen, identisch. In ihrer 
chemischen Reaktionsfahigkeit unterscheiden sie sich jedoch 
bei der Wechselwirkung mit anderen, optisch gleichfalls 
aktiven Substanzen, wie sie sich im Organismus allenthalben 
finden. Das Studium der optischen Isomeren kann deshalb 
zur Aufklirung dariiber dienen, inwieweit die Wirkungen 
an den einzelnen Angriffspunkten mit physikalischen Higen- 
schatten des Molekiils zusammenhingen, im Falle der optischen 
Antipoden also iibereinstimmen sollten, und inwieweit sich 
anderseits ein verschiedenes pharmakologisches Verhalten aus 
dem verschiedenen Reaktionsvermégen gegeniiber den optisch 
aktiven Substraten des Organismus erklaren lift. Die optischen 
Antipoden in der Cocaingruppe zeigen nun in der Tat sowohl 
in der Normalreihe wie in der Pseudoreihe auffallende Unter- 
schiede der Giftwirkung. 

Vergleichende pharmakologische Untersuchungen iiber optische 
Isomere liegen nur in beschriinkter Anzahl vor. Zum Teil ist das 
Material schwer zugiinglich. Auch eignen sich nur optische Isomere 
mit gut faBbarer und quantitativ bestimmbarer Wirkung zum Vergleich. 

In einzelnen Fillen ist das optische Verhalten ohne Einflu8 auf 
die pharmakologische Wirkung. So sind |l-Campher und d-Campher 
und demgemif auch ihr Razemat an allen Angriffspunkten gleichwertig 
(Joachimoglu u.A.).') In anderen Fallen sind bedeutende quantitative 
Differenzen in der Wirkungsstiirke und Dauer bei optischen [someren ge- 
funden worden. Bei der Rechts- und Linksweinsiure ist der Unter- 
schied allerdings nicht groB (Chio).*) Bekannt ist die enorme Ver- 
schiedenheit der blutdrucksteigerndeu Wirkung von |- und d-Adrenalin 
(Cushny%), Abderhalden und Miiller‘)]; die rechtsdrehende Ver- 
bindung erweist sich nur '/,,—'/,,, nach den letzten Feststellungen von 
Fromherz*) sogar nur */39—"/4) 80 wirksam wie die linksdrehende, 
das Razemat ist demgemii8 etwa halb so wirksam als 1-Adrenalin. 





1) Joachimoglu, Arch. fiir exper. Pathol. u. Pharmol. Bd. 80, 
S. 1, 259 u. 282 (1917) und Bd. 88, S. 364 (1920). 

*) Chio, Arch. intern. Biol. Bd. 60, S. 283 (1918). 

5) Cushny, J. of Physiol. Bd. 37, S. 130 (1908). 

‘) Abderhalden und Miiller, Zs. physiol. Chem. Bd. 58, S. 185 
(1908/09). 
5) Fromherz, Deutsche Mediz. Wochenschr. 1923. 
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Optische Isomerien von Alkaloiden sind bisher nur spiirlich ge- 
priift. Nach Angaben von Ladenburg und Falck’) sollen die Gift- 
wirkungen des rechtsdrehenden Coniins und seines synthetischen 
Razemats iibereinstimmen. Nach Versuchen von Meyor’) ist 1-Nikotin 
giftiger als d-Nikotin. Laidlaw‘) hat die durch Addition von Methyl 
aus d- und 1-Canadin in zahlreichen méglichen Isomerien entstehenden 
quartiren Basen auf ihre Curarewirkung gepriift und dabei besonders 
den EinfluB des asymmetrischen Stickstoffatoms beriicksichtigt. Es er- 
wiesen sich die rechtsdrehenden Verbindungen als bedeutend wirksamer. 

Besonders eingehend sind die Isomeren der Atropingruppe an allen 
Angriffspunkten durch Cushny*) verglichen worden. Danach wirkt 
l-Hyoscyamin an den Nervenendigungen 40mal stiirker als d-Hyoscy- 
amin, 1-Homatropin doppelt so stark als die Rechtsform. 

l-Hyoscyamin ist demgemi8B doppelt so wirksam als das Razemat 
beider, das Atropin. Von besonderem Interesse ist es, da8 sich die 
Wirkung der optischen Antipoden auf das zentrale Nervensystem anders 
verhiilt als an den Nervenendigungen: hier ist das d-Hyoscyamin stirker. 

Zur Erklarung des Verhaltens der Isomeren in der 
Atropingruppe macht Cushny die Annahme, daB die optischen 
Antipoden mit optisch aktivem Substrat ihrer Angriffspunkte 
Produkte von verschiedener Léslichkeit und verschiedenen physi- 
kalischen Eigenschaften bilden und daB das physikalisch ver- 
schiedene Verhalten der Reaktionsprodukte die quantitativen 
Verschiedenheiten der Wirkung bedingt. Auch zur Erklarung 
der bei den Cocainisomeren beobachteten Differenzen ist diese 
Auffassung méglich. Nur liegt es niher, da ihre lokalen 
Wirkungen auf die Nervenendigungen nahezu iibereinstimmen 
und nur die Fernwirkung auf das Zentralnervensystem quan- 
titativ verschieden ist, hier eine entgiftende Reaktion mit 
optisch aktiven Substanzen des Organismus anzunehmen. Da 
wir nun aus zahlreichen Beispielen wissen, da8 optische Anti- 
poden mit den Fermenten in quantitativ verschiedener Weise 


reagieren, so bin ich geneigt, in der verschiedenen Angreif- 





1) Ladenburg und Falck, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 247, S. 1 
(1888). 

*) Pictet und Rotschy, Chem. Ber. Bd. 37, S. 1234. 

3) Laidlaw, J. of Pharm. and exper. Therap. Bd. 4, 8. 461 (1913). 

*) Cushny, J. of Physiol. Bd. 32 (1905); Bd. 37 (1908); Bd. 38 
(1909) und J. of Pharmakol. and exper. Therap. Bd. 13 (1909); Bd. 15 
(1920); Bd. 17 (1921). 
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barkeit durch spaltende Fermente die Ursache dafiir zu sehen, 

daB die optischen Antipoden in der Cocaingruppe nach ihrer 
| Resorption das Zentralnervensystem in verschiedener Menge 
erreichen. Dies sei an einem besonders hervorstechenden 
1. — Fall, an der verschiedenen Giftigkeit des Blattercocains und 
seines optischen Isomeren, d-Cocain, kurz erértert. 

In der Pseudoreihe konnte ich feststellen’), daB das 
d-y-Cocain bei subcutaner Injektion fiir das Zentralnerven- 
t | system von Frosch, Maus und Katze héchstens halb so giftig 
- ist als das 1-y-Cocain. Die razemische Verbindung d-l-w- 
| Cocain steht in der Mitte. Die geringere resorptive Gift- 
wirkung der Rechtsform tritt aber nur bei allmahlicher Re- 
sorption hervor, und auf je langere Zeit man die Kinfithrung 
der Dosis verteilt, desto deutlicher wird der Unterschied. Da 
auch die Wiedererholung nach eingetretener Vergiftung beim ; 


; d-w-Cocain betriichtlich rascher erfolgt als beim Razemat oder " 
9 den linksdrehenden Isomeren, schloB ich auf leichtere Ent- 
* giftbarkeit der rechtsdrehenden Verbindung. Noch auffallender 
" ist der Unterschied in der Giftigkeit der optischen Antipoden 
. der Normalreihe, iiber die ich hier berichten méchte. Da das 
« Razemat der Normalreihe d-l-Cocain bei subcutaner Injektion 
" erst in etwa doppelter Dosis Krimpfe und Tod verursacht 
. als sein linksdrehender Anteil, das Blattercocain, sprach ich 
. schon friiher die Vermutung aus, dab der rechtsdrehende 


| <Anteil des Racemkiérpers besonders leicht entgiftbar sein 
nm miisse. Das d-Cocain selbst stand mir damals noch nicht 
zur Verfiigung. Seither habe ich dank den Bemiihungen des 


“ wissenschaftlichen Laboratoriums E. Merck eine Probe des- ; 
= selben zur Priifung erhalten und konnte die Annahme voll- 
f. auf bestiitigen. 
| Dieser optische Antipode des Blattercocains steht in 
1 seiner anisthesierenden Wirkung bei direktem Kontakt mit 
dem Nerven dem Blattercocain kaum nach; bei der Wirkung 
), im Gewebe (Schleimhautanisthesie, Kanincheneornea und qi 
33 — Quaddelversuch) ist seine Wirkung deutlich geringer und j 





ib ff i 
1) Gottlieb, Arch. fiir exper. Path. u. Pharm. Bd. 97, S. 113 (1923). lf 
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fliichtiger. Dies stimmt mit der Annahme leichterer Zerstér- 
barkeit iiberein. Bei subcutaner Zufihrung ist die Rechts- 
form an Warmbliitern (Maéusen und Katzen) mindestens 5- bis 
10mal ungiftiger als das Linkscocain. Die Bestimmung der 
toxischen Dosis an Miausen ergibt, daB selbst 2 mg pro 1 g 
Maus nur voriibergehende Krampfe mit rascher Erholung ver- 
ursachen, wihrend schon 0,15—0,18 mg 1-Cocain pro 1 g 
Maus zu tédlichen Krampfen fiihren. Von einer Katze wurden 
200 mg pro kg der Rechtsform ohne alle Erscheinungen er- 
tragen, an einer andern folgten nach der gleichen Dosis 
voriibergehende Krampfe und rasche Erholung, wihrend 
l-Cocain in der Dosis von 30 mg pro kg schwere Vergiftung 
und meist ‘l'od in Krampfen hervorruft. Bei rascher Kin- 
fiihrung in den Kreislauf durch intravenése Injektion ist das 
Rechtscocain aber ebenso giftig als das Linkscocain. Durch 
schwerere Resorbierbarkeit der rechtsdrehenden Verbindung 
ist der Giftigkeitsunterschied bei subcutaner Einfiihrung nicht 
erklirbar, da die Guiftwirkungen rasch einsetzen, wenn die 
Dosis d-Cocain ausreicht. Somit mu8 auf raschere Entgiftung 
der Rechtsform geschlossen werden. Mit dieser Auffassung 
stimmt die auffallend rasche Erholung iiberein. 


Frésche verhalten sich etwas anders. Auch bei ihnen bleibt nach 
subeutaner Injektion der Rechtsform die akute Giftwirkung des Cocains 
aus. Doch stellt sich nach 24—36 Stunden eine sekundire Giftwirkung 
ein: strychninartige Kriampfe, die tagelang andauern. Es ist wahrschein- 
lich, daB auch die Frésche die Rechtsform rasch zu entgiften vermégen, 
aber das bei dem Abbau entstehende Benzoylecgonin nur sehr unyoll- 
kommen zerstéren, so daB es sich nach gréBeren Gaben anhiufen und 
seine charakteristische Giftwirkung entfalten kann. Wie schon Stock- 
mann’) festgestellt hat und wir bestitigen kénnen, bleiben Frésche 
nach groBen Gaben von Benzoylecgonin (iiber 0,2 mg pro 1 g) stunden- 
lang unbeeinflu8t und zeigen erst am folgenden Tage gesteigerte Re- 
flexerregbarkeit und tagelang anhaltenden Tetanus. 

Da die Nachwirkung groBer Dosen d-Cocains beim Frosch diesem 
Bilde entspricht, so liegt die Annahme nahe, da8 die erst nach langer 
Zeit auftretenden strychninartigen Kriimpfe auf der Anhiufung des 
Zersetzungsproduktes beruhen. Bei Warmbliitern ist das Benzoy]- 
ecgonin erst in so groBen Dosen giftig, daB seine rasche Zerstérung im 





') Stockmann, Pharm. J. Bd. 45, S, 895 (1885/86). 
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Stoffwechsel wahrscheinlich ist. Demgemi8 beobachtet man an Warm- 
bliitern auch keine toxische Nachwirkung nach d-Cocain. 


Die Annahme einer leichteren Angreifbarkeit der Rechts- 
formen des Cocains durch die abbauenden Fermente wiirde 
demnach die geringere resorptive Fernwirkung des d-Cocains 
bei allmihlicher Aufnahme gut erklaren und, da wir aus vielen 
Feststellungen der physiologischen Chemie wissen, daB asym- 
metrisch gebaute Substanzen verschieden leicht angegriffen 
werden, auf Bekanntes zuriickfihren. Allerdings widerspricht 
es der 6fters beobachteten Regel der leichteren Angreifbarkeit 
der natiirlich vorkommenden Verbindungen, da das natiirlich 
vorkommende Blittercocain schwerer abgebaut werden sollte. 
Der Beweis fiir die Richtigkeit der erérterten Hypothese 
muB also noch mit Hilfe von Durchleitungsversuchen er- 
bracht werden, in denen die Zerstérbarkeit der rechts- und 
linksdrehenden Verbindung verglichen werden soll. Im leben- 
den Kérper der Katze scheint auch das 1-Cocain sehr voll- 
kommen abgebaut zu werden, so daB nach subcutaner Injektion 
der vergiftenden Dosen nur sehr wenig Cocain im Harn nach- 
weisbar ist. Die Katze scheint darin mehr den Befunden von 
Wiechowski!) am Hunde zu entsprechen als den neueren Be- 
obachtungen von Rifatwachdani’), der bei Kaninchen 40 bis 
80°/, der injizierten Menge wiederfand. Dadurch ist der Ver- 
gleich des Zerstérungsvermégens fiir die Links- und Rechts- 
form am lebenden Tier erschwert. Immerhin gelang es uns 
auch an der Katze nach subcutaner Injektion von 60 mg 
1-Cocain etwa 4 mg und in anderen Fallen wenigstens quali- 
tativ Cocain im Harn nachzuweisen, wahrend nach 200 mg 
d-Cocain nach der Methode Rifatwachdanis kein Cocain 
im Harn nachweisbar war. 





') Wiechowski, Arch. fiir exper. Path. u. Pharm. Bd. 46, S. 155 
(1901). 
*) Rifatwachdani, Biochem. Zs. Bd. 54, 8. 83 (1913). 








Zur Kenntnis des Verhaltens fettaromatischer Ketone im 
Tierkérper. 
Von 
H. Thierfelder und K. Daiber. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 


Von fettaromatischen Ketonen sind bis jetzt folgende auf 
ihr Verhalten im Tierkérper gepriift worden: Acetophenon, 
Benzylmethylketon, Phenylithylmethylketon, Phenylbutylmethy]- 
keton und die 3 Oxyketone: Resacetophenon, Gallacetophenon, 
p-Oxypropiophenon und zwar mit folgenden Ergebnissen: 

Das Acetophenon wird von Hunden zum Teil in Benzoe- 
siure tibergefiihrt und als Hippursiure ausgeschieden (N encki}). 
Seine EKinfiihrung in den Hundeorganismus (subcutan) gibt 
aber auch Veranlassung zur Ausscheidung von gepaarter Glu- 
curonsiure, wie zuerst Sundwik?) beobachtete. Neubauer’, 
welcher Kaninchen fiir seine Versuche benutzte, stellte fest, 
daB der Paarung mit Glucuronsdure eine Reduktion zu dem 
Carbinol vorangeht und daf das Acetophenon sich in dieser 
Beziehung wie ein aliphatisches Keton verhilt, welche alle, 
soweit sie untersucht sind, wenn auch vielleicht nur zu einem 
kleinen Betrage eine solche Reduktion zum sekundiren Alkohol 
erfahren, der die Verbindung mit Glucuronsiure eingeht und 
als gepaarte Glucuronsiure im Harn erscheint. Benzyl- 
methylketon geht im Kérper des Hundes (nach subcutaner 
Zufuhr) in Hippursiure iiber. Dakin‘) fand nach Gaben von 
3—4g bis zu 3 g Hippursdure neben kleinen Mengen von un- 
verindertem Keton, Hermanns‘) nach 3g 1,1lg. Phenyl- 





1) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 18, S. 288 (1878). 

*) Malys Jahresb. Bd. 16, S. 78 (1886). 

3) Arch. fii? exper. Pathol. Bd. 46, S. 133 (1901). 
4) Jl. of Biol. Chem. Bd. 5, S. 183 (1908/09). 

5) Diese Zs. Bd. 85, S. 238 (1913). 





Z 







































Zur Kenntnis des Verhaltens fettaromatischer Ketone im Tierkérper. 381 


ithylmethylketon erscheint im Harn des Hundes als ° 


Phenacetursiiure. Dakin+) erhielt nach subcutaner Zufuhr 
von 2,5 g an einen Hund von 25 kg neben sehr wenig un- 
verandertem Keton 0,9 g Phenacetursiure, Hermanns’) nach 
3g, einem Hund von 7 kg subcutan beigebracht, 0,9¢g. Phenyl- 
butylmethylketon geht im Kérper des Hundes in Phenacetur- 
siure tiber. Hermanns’®) erhielt sie nach subcutaner Zufuhr 
von 3g in einer nicht angegebenen Menge. Resacetophenon, 
Gallacetophenon und p-Oxypropiophenon werden im 
Harn von Hunden und Kaninchen als gepaarte Schwefel- und 
Glucuronsiuren ausgeschieden, wobei eine der MHydroxyl- 
gruppen des Benzolkerns die Bindung vermittelt (Nencki‘). 

Die im Benzolkern hydroxylierten Ketone nehmen also 
insofern eine Sonderstellung ein, als sie keine Verinderung 
der Seitenkette erfahren. 

Unsere Untersuchungen, die alle an Kaninchen angestellt 
wurden, beschiiftigen sich mit dem Acetophenon, Propio- 
phenon, Butyrophenon, Propylbenzylketon und Iso- 
propylbenzylketon. 

Acetophenon. 


Ks ist schon wiederholt Gegenstand von Versuchen ge- 
wesen, bei denen sich, wie bereits erwihnt, feststellen lieB, daB 
es zum Teil eine Oxydation zur Benzoesiure, zum Teil eine 
Reduktion zum Carbinol erfaihrt und daB erstere als Hippur- 
siure, letzteres als gepaarte Glucuronsiure im Harn erscheint. 
Die Anwesenheit der gepaarten Glucuronsiure wurde aus 
ihren Reaktionen erschlossen, die Anwesenheit des Carbinols 
in folgender Weise ermittelt. Die mit Bleiessig und mit 
Bleiessig + Ammoniak erhaltenen Niederschlige wurden ab- 
filtriert, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, und die Filtrate von 
Schwefelblei nach Entfernung des H,S und Neutralisation ein- 
gedampft. Bei der nun vorgenommenen Spaltung mit Schwefel- 
siure und Destillation ergab das Destillat keine Reaktionen 





1) JI. of Biol. Chem. Bd. 6, S. 232 (1909). 
2) a. a. O. S. 239. 
3) a. a. O. S. 240. 
4) Chem. Ber. Bd. 27, S. 2732 (1894). 
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auf Acetophenon (Geruch, Phenylhydrazin- und Legalsche 
Probe), die aber nach Oxydation mit Chromsiure und nochmaliger 
Destillation positiv ausfielen (Neubauer). Wenn auch nicht 
zu bezweifeln ist, daB auf diese Weise der Beweis fiir das Auf- 
treten einer mit Methylphenylcarbinol gepaarten Glucuronsiure 
erbracht ist, ihre Isolierung sich also eribrigt, so haben wir 
sie doch ausgefiihrt, um die Séiure zu spalten und den sekun- 
diren Alkohol zu untersuchen. Er enthalt ein asymmetrisches 
C-Atom und es war festzustellen, ob die Verbindung aktiv oder 
inaktiv ist, ob also die Reduktion asymmetrisch oder sym- 
metrisch erfolgt. Saneyoshi') hat schon Versuche in dieser 
Richtung mit dem Methylithylketon angestellt, das ebenfalls nach 
Reduktion eine Verbindung mit Glucuronsi&ure eingeht und als 
Methylithylcarbinolglucuronsiure ausgeschieden wird (Neu- 
bauer). Aber bei dem geringen Drehungsvermégen des aktiven 
Butanols geniigte die kleine Menge der von ihm aus dem Harn 
erhaltenen gepaarten Glucuronsiure nicht, um durch Spaltung 
fiir die Entscheidung geniigende Mengen des Alkohols zu er- 
halten. Die Frage, wie sich der tierische Organismus hier 
verhialt, interessiert auch im Hinblick auf die Vorginge in der 
Pflanze. Neuberg und Lewite’) und Neuberg und Nord’) 
haben gefunden, daB eine ganze Reihe von Ketonen der Fett- 
reihe und auch das Acetophenon durch Einwirkung von 
lebender und arbeitender Hefe zu den sekundiiren Alkoholen 
reduziert werden. Die Ausbeute war immer nur eine kleinere 
als bei den Aldehyden, die bis zu 80°/, von der Hefe in pri- 
miren Alkohol umgewandelt werden. Die entstehenden Alko- 
hole waren optisch aktiv, aber nicht optisch rein. Das volle 
Drehungsvermégen wurde niemals erreicht. Der Reduktions- 
prozeB fihrte also bei der Hefe zu beiden Antipoden und es 
wird nur die Bildung des einen bevorzugt. 

In diesem Zusammenhang war es weiter von Interesse, 
auch die nach Eingabe von Athylbenzol auftretende gepaarte 
Glucuronsiure zu isolieren und zu untersuchen. Von Nencki 





1) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 22 (1911). 
*) Biochem. Zs. Bd. 91, S. 257 (1918). 
3) Chem. Ber. Bd. 52, S. 2237 (1919). 
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und Giacosa?) rihrt die Beobachtung her, daB Athylbenzol 
vom Hund zu Benzoesiure oxydiert und als Hippursiure aus- 
geschieden wird. Es wird die Frage diskutiert, ob die Oxy- 
dation zuerst an der CH,-Gruppe oder an der CH,-Gruppe er- 
folgt und dahin beantwortet, dai das letztere geschieht, da 
andernfalls Phenylessigséure entstiinde, die im Harn als Phena- 
cetursiure erscheinen miibte. Einen weiteren Beweis fiir die 
Richtigkeit dieser Annahme hat Neubauer?) dadurch erbracht, 
daB er auch nach Kingabe von Athylbenzol (beim Kaninchen) 
Methylphenylcarbinolglucuronsiure auffand. Der Nachweis 
wurde in derselben Weise wie bei der nach Acetophenon 
auftretenden gefiihrt. Die Darstellung dieser Siiure aus Athyl- 
benzolharn und ihr Vergleich mit der aus Acetophenonharn 
gewonnenen in optischer Beziehung mute AufschluB dariiber 
geben, ob der Carbinolpaarling, der ja in dem einen Fall 
(Acetophenon) durch Reduktion, im anderen (Athylbenzol) durch 
Oxydation entstanden war, optisch einheitlich war oder nicht. 

Wir haben dann weiter nach sonstigen Abbauprodukten 
des Acetophenons gesucht und uns bemiiht, einen Einblick in 
die quantitativen Verhiltnisse seiner Umwandlungen zu gewinnen. 

Gepaarte Glucuronsaure. Zu ihrer Darstellung wurde 
der nach Injektionen gréBerer Mengen Acetophenon in tig- 
lichen Dosen von 0,5—1,4 g gesammelte Harn nach Ausfillung 
mit neutralem Bleiacetat, wobei die linksdrehende Substanz in 
Lésung blieb, mit Bleiessig und Ammoniak gefillt. Der 
Niederschlag, in dem sich die Gesamtmenge der gesuchten 
Verbindung befindet, wird ausgewaschen, mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, das Filtrat eingeengt und nach Ansiuern mit 
Phosphorsiure im Lindschen Apparat eine Stunde unter hiu- 
figem Wechsel der Vorlage mit Ather extrahiert. In Zwischen- 
raumen erfolgende Polarisationen des Rohrinhaltes unterrichteten 
tiber den Fortgang und die Beendigung der Extraktion, So- 
lange der Ather in dem Kélbchen klar bleibt oder Krystalli- 
sation erfolgt, sind neben linksdrehender Substanz noch andere 


") Diese Zs. Bd. 4, S. 325 (1880). 
> a a. O., 8 151. 
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Substanzen besonders Hippursiure extrahiert worden. Die Ent- 
fernung dieser die Reingewinnung der gepaarten Glucuronsiiure 
stérenden Bestandteile gibt sich dadurch zu erkennen, daB der 
Ather in der Vorlage wahrend der Extraktion eine milchige 
Beschaffenheit annimmt und bei nachherigem Stehen einen 
hellen Sirup absetzt. Dieser Sirup wurde direkt auf das 
Bariumsalz verarbeitet, aus dem sich das schén krystallisierende 
Kalisalz gewinnen lieB. Die Darstellung der freien Siiure in 
krystallisierter Form gelang nicht. 


Die Ausbeute betrug im besten Falle nach Zufuhr von 
16 g 4,6 g Kalisalz, in einem anderen wurden nach 10 g nur 
2,5 g erhalten. 

Das Kalisalz ist in Alkohol, auch in heiBem nahezu un- 
léslich. Aus Wasser krystallisiert es mit einem Mol, H,0. 
Das Krystallwasser wird bei Zimmertemperatur im Vakuum 
nicht abgegeben, sondern erst bei 100° im Vakuum und voll- 
stindig erst nach etwa 36 Stunden. 

Krystallwasserhaltige Substanz: 

0,0856 g Substanz gaben 0,1484 g CO,, 0,0412 g H,O. 

0,0670¢ » 0,1160¢ , ,0,0327¢ ,, . 

0,1162¢ »  0,0281 g K,SO,. 

0.5210 g verloren bei 100° im Vakuum 0,0272 g. 

C,,H,;,0,K + H,O (354,32). 
Ber. C 47,43°/, H 5,40°/, K 11,01°/, Krystallwasser 5,09°/, 
Gef. ,, 47,30 » 5,88 ,, 10,85 " 5,22 
» te 1 3,46 

Krystallwasserfreie Substanz: 0,1259 g Substanz gaben 0,0312 g 
K,SO,, d. h. 11,38°/, K statt der berechneten 11,62 °/,. 

Es handelt sich also um methylphenylcarbinol- 
glucuronsaures Kalium. MReduktion von Fehlingscher 
Lésung erfolgte erst nach dem Kochen mit Siure. Die spe- 
zifische Drehung des krystallwasserhaltigen Salzes betrug in 
1,5°/, iger wiBriger Lésung in 2 Bestimmungen — 124,32° und 
— 124,47° im Mittel also — 124,40°, in 0,36°/, iger wiiBriger 
Lésung — 124,11°. 


0,1160 g Substanz, Gesamtgewicht der Loésung 7,5530, spez. Ge- 
wicht 1,0051, Prozentgehalt 1,5358, Drehung im 2 dem Rohr bei 17° 
und Natriumlicht — 3,838°, also [a], =— 124,32°. 
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0,1160 g Substanz Gesamtgewicht der Liésung 17,5305 g, spez. Ge- 
wicht 1,0055, Prozentgehalt 1,5404, Drehung bei 17° im 2 dem Rohr 
bei 17° und Natriumlicht — 3,856°, also [a]\7° =— 124,479 


0,0537 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 15,0312 g, spez. Ge- 
wicht 1,0018, Prozentgehalt 0,3573, Drehung bei 16,5° im 2 dem Rohr 
bei 16,5° und Natriumlicht — 0,888°, also [@]'f> = — 124,11°. 


Die Verbindung ist gegen Lauge sehr bestindig. Bei 
einstiindigem Kochen mit 10°/, iger Natronlauge am RiickfluB- 
kithler findet weder eine Verfirbung noch eine Anderung des 
Drehungsvermégens statt. 

Durch Siaure wird sie leicht und schnell gespalten. 
Versuche ergaben, daB beim Kochen mit 2°/,iger Schwefel- 
siure am Riickflii®kiiler schon nach 12 Minuten vollige Hydrolyse 
eingetreten war. Die durch Titration mit Fehlingscher Lésung 
ermittelte Menge der Glucuronsiure betrug 98,8°/, der Theorie. 
Die Spaltung verlief ohne die geringste Zersetzung. Die Fliissig- 
keit blieb wasserhell und konnte ohne weiteres polarisiert werden. 

Fiir die Isolierung der Spaltungsprodukte wurde 
8 g reines Kalisalz in 100 ccm 2°/, iger Schwefelsiure gelést 
und die Lésung in einem Kolben destilliert, der mit Scheide- 
trichter versehen war, aus dem Wasser in dem Mafe zutropfte 
als Destillat tiberging. Der Alkohol erschien in 6ligen Trépf- 
chen. Nachdem 75 ccm itibergegangen, war die Spaltung be- 
endet. Aus dem Kolbeninhalt lieB sich ohne weiteres iiber 
das Bariumsalz das gut krystallisierende Kaliumsalz der Glu- 
curonsiure gewinnen. Das Destillat wurde mit Ather aus- 
geschiittelt. Der Ather hinterlieB beim Verdunsten ein helles 
Ol, das bei der Analyse auf Methylphenylcarbinol stim- 
mende Werte gab. 

0,1125 g Substanz gaben 0,3174 g CO, und 0,0846 g H,0. 

C,H,,O0 (122,12). Ber. C 178,60°/, H 8,25°/, 
Gef. ,, 78,76 > 8,61 


Hs ging bei 14 mm bei 96—97° iiber, wahrend das durch 
Reduktion von Acetophenon mit Natrium gewonnene Carbinol 
bei 138 mm bei 93,6—95° destillierte. Pickard und Kenyon?) 


1) Journ, Chem. Soc. London Bd. 99, 8S. 56 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie, CXXX. 25 
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geben fiir das aus Benzaldehyd und Methylmagnesium dar. 
gestellte Carbinol an, daB es bei 18 mm bei 100° siede und 
denselben Siedepunkt zeigte das aus diesem dl-Carbinol er- 
haltene d-Carbinol. Es hatte das spez. Gewicht 1,018 bei 15° 
und einen eigentiimlichen, aromatischen Geruch. 


Bei der Polarisation im 0,5 dem Rohr wurde bei Natrium- 
licht und 15° eine Rechtsdrehung von + 0,35° abgelesen. Also 
(e]} =+0,7°% Nach Pickard und Kenyon zeigt d-Phenyl- 
methylcarbinol, erhalten aus dem Brucinsalz des rechtsdrehenden 
sauren Bernsteinsiureesters, die spez. Drehung + 42,90° bei 6°, 
+42,85° bei 27°. Bei der Reduktion des Ketons im Tierkérper 
sind also beide Antipoden entstanden und die Bildung des 
einen und zwar des rechtsdrehenden ist in°einem ganz geringen 
Grad bevorzugt. Auch die Reduktion, die das Acetophenon 
durch giirende Hefe erfahrt, fiihrt zu beiden optischen Isomeren, 
aber die Bevorzugung der einen ist erheblich gréBer und zwar 
handelt es sich hier um die linksdrehende. Neuberg und 
Ford?) erhielten in einem ihrer Versuche, in dem sie einer 
Rohrzuckerlésung Hefe und Acetophenon zusetzten, ein Car- 
binol, dessen spez. Drehung — 16° betrug. 


Die nach subeutaner Zufuhr yon Athylbenzol im Harn auf- 
tretende linksdrehende Substanz erwies sich ebenfalls als Methylphenyl- 
carbinolglucuronsiure. Das in derselben Weise isolierte Kaliumsalz 
krystallisierte auch mit 1 Mol. H,0O. 


0,1198 g Substanz gaben 0,0290 g K,SQ,. 


0,1095 g o verloren bei 100° im Vakuum 0,0058 g H,0. 
C,,H,,0,K + H,O (354,32). Ber. K 11,01°/, Krystallwasser 5,09°/, 
Gef. ,, 10,91 5 5,29 


Die Polarisationswerte schienen zunichst iibereinzustimmen mit 
denen, die fiir das aus Acetophenonharn erhaltene Salz gefunden waren. 
Bei der sorgfaltigen Untersuchung, bei der die Konzentrationen beider 
Salze gleich waren, ergab sich aber doch ein unzweifelhafter, wenn auch 
nur sehr geringer Unterschied. Fiir das krystallwasserhaltige Salz wurde 
die spez. Drehung gefunden bei 1,5°/, iger Lésung in 2 Bestimmungen zu 
— 122,91° u. 122,61°, also im Mittel — 122,76°, bei 0,77°/, iger Lésung 
in 2 Bestimmungen — 122,02° u. 121,95° im Mittel, also — 121,98°. 





aa. &, 
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1. 0,1160 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 7,5558 g, spez. 
Gewicht 1,0055, Prozentgehalt 1,5353, Drehung bei 18° im 2 dem Rohr 
bei Natriumlicht — 3,795°, also [a]}> =— 122,91°. 

2. 0,1160 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 17,5270 g, spez. 
Gewicht 1,0055, Prozentgehalt 1,5412, Drehung bei 17° im 2 dem Rohr 


pei Natriumlicht — 3,800°, also [a]},/° =— 122,619. 


3. 0,0582 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 17,4953 g, spez. 
Gewicht 1,0027 g, Prozentgehalt 0,7729, Drehung bei 17° im 2 dem Rohr 
bei Natriumlicht — 1,900°, also [a]}/ = — 122,02°. 

4. 0,0571 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 7,4807 g, spez. 
Gewicht 1,0028, Prozentgehalt 0,7633, Drehung bei 17° im 2 dem Rohr 
bei Natriumlicht 1,867, also [a]}¥ =— 121,95°. 


Leider geniigte das Material nicht, um eine fiir die Polarisations- 
bestimmung hinreichende Menge des bei der Hydrolyse freiwerdenden 
Alkohols zu erhalten. So konnten die beiden Carbinole selbst nicht 
miteinander verglichen werden. Der geringe Unterschied in der Drehung 
der Glucuronsiureverbindungen beider lift aber vermuten, daB Reduktion 
und Oxydation zu optisch nahestehenden Produkten fihren. 


Die Ausscheidung der linksdrehenden Substanz nach subcutaner 
Zufubr von Athylbenzol ist eine geringere als die nach Acetophenon 
und erfolgt viel langsamer, 680 cem Harn nach 3,9 g Athylbenzol drehten 
— 0,8—0,9°, 700 ecm nach 4,2 g Acetophenon — 1,54°% Bei tiaglichen 
Gaben von 2g Athylbenzol zeigt sich der Harn erst eine Woche nach 
der letzten Injektion wieder inaktiv, wihrend nach Gaben von 1 g Aceto- 
phenon das schon am niichsten Tage der Fall war. Die langsame Aus- 
scheidung der aromatischen Kohlenwasserstoffe haben schon Nencki u. 
Giacosa!') beobachtet. 

Weitere Ausscheidungsformendes Acetophenonsim 
Harn. Auer einem vermehrten Gehalt des Harns an Hippur- 
siure, den schon Nencki feststellte, ergab sich bei unseren Unter- 
suchungen eine ganz geringe Zunahme der gepaarten Schwefel- 
siure, die jedenfalls auf Bildung von Methylphenylcarbinol- 
schwefelsiure zuriickzufiihren ist. Sie war aber so un- 
bedeutend, daB sie bei der quantitativen Untersuchung vernach- 
lassigt werden konnte. 

Kin kleiner Teil des Acetophenons wird zu Mandel- 
siure oxydiert und als solche ausgeschieden. Sie geht 
in den basischen Bleiniederschlag und lieB sich in folgender 
Weise gewinnen. Die nach Zerlegung mit Schwefelwasser- 





1) Diese Zs. Bd. 4 8. 825 (1880). 
25* 
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stoff erhaltene wiaBrige Lésung wurde eingeengt und mit 
Ather im Lindschen Apparat extrahiert. Die ersten Aus- 
ziige enthielten sie. Nach Abdestillieren des Athers und Ent- 
fernung der déligen wasserunléslichen Anteile durch wieder- 
holtes Kochen mit Wasser und Tierkohle wurde die wiBrige 
Lésung nach Neutralisation mit Kalilauge mit Cadmiumsulfat 
versetzt. Der sofort ausfallende Niederschlag enthielt die ganze 
Menge der Mandelsiure; aus dem Filtrat konnte nichts mehr 
gewonnen werden. Aus dem mandelsauren Cadmium wurde 
die freie Siure erhalten. Die Menge war allerdings sehr klein. 
Die Ausbeute an freier Siure nach Eingabe von 8 g Aceto- 
phenon betrug nur 0,116 g. Die erste Fraktion (0,038 g) war 
inaktiv und schmolz bei 118°, dem Schmelzpunkt der d,]1- 
Mandelsiure. Eine Titration einer Mischung dieser Fraktion 
mit dem Verdampfungsriickstand der Mutterlauge ergab aller- 
dings keinen befriedigenden Wert (0,0593 g verbrauchten in 
alkoholischer Liésung unter Benutzung von Phenolphthalein 
3,40 com n/10-Lauge statt der berechneten 3,9 ccm). Indessen 
kann kein Zweifel bestehen, daB es sich um Mandelsiure 
handelt. Nach Entfernung des Alkohols aus der neutralisierten 
Lésung und Aufnahme des Riickstandes in Wasser, trat auf 
Zusatz von Cadmiumsulfat sofort der charakteristische krystal- 


linische Niederschlag des mandelsauren Cadmiums auf. 
Mandelsiiure erscheint auch nach Eingabe von Athylbenzol im 
Harn. Nach dem gleichen Verfahren wurde nach subcutaner Zufuhr 
von 39 g Athylbenzol 0,75 g Mandelsiure gewonnen, also auch nur eine 
kleine Menge, wenn auch verhiltnismibig etwas mehr wie aus dem 
Acetophenonharn. Eine Fraktion schmolz bei 118° und ihre Lésung 
(0,8°/,) war inaktiv. Die Analyse gab richtige Werte. 
0,0613 g Substanz gaben 0,1416 g CO, und 0,0297 g H,0. 
©,H,O, (152,1). Ber. C 63,12°%/, H 5,30°/, 
Gef. ,, 63,0 » dy42 


0,0072 g Substanz verbrauchten bei der Titration 5 eem n/100-Lauge 
statt 4,7 ccm. Eine andere Fraktion drehte links ({a])p =— 132°) und 
schmolz bei 128°, stellte also eine Mischung von inaktiver und links- 
drehender Siiure dar. Die 1-Mandelsiure schmilzt bei 133° und hat 
die spez. Drehung — 157°. 

Die Mandelséure ist jedenfalls durch. Oxydation des Car- 


binols entstanden. 
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Ein weiterer ganz kleiner Teil des Acetophenon erscheint 
offenbar unveraindert in dem Harn. Bei der Destillation 
des nach Injektion von 8 g ausgeschiedenen Harns ging eine 
Flissigkeit itiber, die zunichst leicht getriibt, aber bald ganz 
klar war und bei der Ausschiittelung mit Ather an diesen 
0,13 g eines gelblichen Oles abgab, welches die Legalsche 
Probe deutlich gab. Da es aber nicht gelang, ein krystalli- 
siertes Oxim zu erhalten, handelte es sich vermutlich um ein 
Gemenge von Keton und Carbinol. 


Quantitative Bestimmung der Ausscheidungsformen 
des Acetophenons. 


Die beiden in ihrer Menge in erster Linie zu nennenden 
Verbindungen, in denen das Acetophenon ausgeschieden wird, 
sind Hippursiure und Methylphenylcarbinolglucuronsiure, dazu 
kommen dann noch Mandelsiure, Methylphenylcarbinolschwefel- 
siure und Acetophenon selbst, bzw. Methylphenylcarbinol. Die 
Gesamtmenge des auf diese Weise den Kérper verlassenden 
Acetophenon ermittelten wir nach dem Verfahren, das 
Hryntschak}) zur quantitativen Bestimmung der Hippursaure 
angegeben hat. Das Prinzip dieser Methode ist folgendes: 
Der Harn wird mit 10°/,iger Natronlauge 2'/, Stunden ge- 
kocht und mit Permanganat in alkalischer Liésung oxydiert. 
Nach Behandlung mit Natriumbisulfit und Schwefelsiure wird 
die jetzt wasserklare Flissigkeit mit Ather ausgeschiittelt, die 
itherische Lésung wasserfrei gemacht, der Atherriickstand mit 
wasserfreiem Chloroform aufgenommen und der Chloroform- 
riickstand (Benzoesiiure) gewogen. Dieses Verfahren war fiir 
unsere Zwecke geeignet unter der Voraussetzung, daB dabei 
Methylphenylcarbinolglucuronsiure, Acetophenon und Mandel- 
siure quantitativ zu Benzoesiure werden. Das ist nun in der 
Tat der Fall, wie folgende Versuche zeigen. 

0,2671 g Methylphenylcarbinolglucuronsaures Kali (krystallwasser- 
haltig) gaben 0,0893 g Benzoesiiure (Schmelzp. 120°) statt der berechneten 
0,092 g = 97 Jp. 

0,2944 g gaben 0,1025 g (Schmelzp. 121°) statt 0,1014 g = 101°/,. 





1) Biochem. Zs. Bd. 43, S. 315 (1912). 
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0,5384 g Acetophenon gaben 0,5380 g Benzoesdure (Schmelzp. 120°) 
statt 0,5474 g = 98,3°/,. 

0,1268 g Mandelsiure gaben 0,0975 g Benzoesiiure (Schmelzp. 119 
bis 120°) = 95,8 %/,. 

Ausbeuten und Schmelzpunkt beziehen sich auf Substanzen, die 
nach der ersten Isolierung nochmals durch Lésen in Natriumcarbonat 
und Ausfillen mit Salzsiure gereinigt waren. 

Von der erhaltenen Benzoesiuremenge muB natiirlich die- 
jenige abgezogen werden, welche aus einer wihrend des gleichen 
Zeitraums gelassenen Harnmenge des nicht mit Acetophenon 
behandelten, aber gleich ernihrten Tieres nach demselben Ver- 


fahren gewonnen wurde. 


Fiir die Bestimmung benutzten wir 1. den Normalharn 
von 3 x 24 Stunden (Harn 1) und 2. den bei gleichem Futter 
(tiglich 100 g Kleie, 100 g Riiben, 100 g Wasser) nach Injektion 
von 3,58 g Acetophenon in 4 Einzeldosen gelassenen Harn von 
4 x 24 Stunden (Harn 2). Der spiter gelassene Harn war 
inaktiv. Harn 1 wurde auf 800 ccm, Harn 2 auf 700 ccm 
aufgefillt. Fiir jede Bestimmung kamen 100 ccm zur Ver- 
wendung. Der Schmelzpunkt der gewogenen Benzoesiure ist 
unter der Gewichtsmenge angegeben. Reine Benzoesiure 
schmilzt bei 121°. Die Ergebnisse sind in beiden Fallen auf 
die 4 x 24stiindige Menge berechnet. 


Harn 1 (Normalharn). 





























in 100 eem in in 
as ma Bata 4 xX 24 
1 | 2 Mittel Stdn. Stdn. 
Benzoesiiure 0,1225 | 0,1227 0,1226 | 0,9807 | 1,8080 
(114—116°) | (114—116°) 


Harn 2 (Acetophenonharn). 



































in 100 cem in in 
bei 3x 2414 x 24 
1 | 2 | 8 — |Mittel] Stan. | Stdn. 
— = ——— l = Saemerrmeenereararrrt — a nen ae tn ened 
Benzoesiiure | 0,4920 | 0,5085 | 0,4991 |0,4999] — | 83,4992 
(119—120°)| (118—119%) | (118-1199) 
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Aus 3,58 g Acetophenon sind also (3,4993—1,3080) = 
2,1913 g Benzoesiure erhalten worden, welche 2,155 g 
Acetophenon entsprechen. 60°/, des zugefiihrten Aceto- 
phenons sind somit in diesem Versuch als Benzoe- 
siure erhalten worden. Eine Ausscheidung von Aceto- 
phenon oder seiner Umwandlungsprodukte in den Darm 
erfolgt nicht. Um darauf zu priifen, wurden die wahrend 
einer 6tagigen Versuchsperiode, in der das Tier 6 g Aceto- 
phenon erhielt, gesammelten Exkremente dem Verfahren von 
Hryntschak unterworfen. Aus dem Riickstand des Ather- 
auszugs lieB sich durch Wasserdampfdestillation und Aus- 
schiitteln des Destillates mit Ather nur eine Spur einer Siiure 
gewinnen, zu wenig fir eine Schmelzpunktsbestimmung. 
Ebensowenig enthielt die Exspirationsluft Acetophenon oder 
Carbinol. Der charakteristische Geruch wurde niemals wahr- 
genommen, 40°/, des zugefiithrten Acetophenon ist also 
unter Aufspaltung des Benzolringes zerstért worden. 

Wieviel von der gefundenen Benzoesiiure aus Carbinol 
stammt oder mit anderen Worten wieviel Acetophenon zu 
Carbinol reduziert wird, ergab sich durch eine Bestimmung 
des Mehrgehaltes an gepaarter Glucuronsiiure, welche der Harn 
nach EKingabe einer bekannten Menge Acetophenon gegeniiber 
dem normalen Harn zeigt. Die gepaarte Siure wurde auf 
polarimetrischem Wege und nach C. Tollens bestimmt. 

a) nach ©. Tollens.') Die Methode beruht auf der 
Wagung des durch Spaltung mit Salzsiure aus der Glucuron- 
siure entstehenden Furfurol als Phloroglucid. Das Gewicht 
gibt mit 3 multipliziert die Menge des Glucuronsiurelacton. 
Die gepaarte Glucuronsiure ist zunichst aus dem Harn mit 
Bleiessig + Ammoniak auszufillen. Da auch der normale Harn 
gepaarte Glucuronsiure enthielt, so mu ihre Menge in dem 
Harn desselben Tieres bei gleicher Ernaihrung ermittelt und 
das Ergebnis in Abzug gebracht werden. 

Fiir die Bestimmungen wurde von dem gleichen Kaninchen 
bei gleicher Ernihrung (tiglich 100 g Kleie, 100 g Riiben und 
100 g Wasser) 1. der Harn von 3 x 24 Stunden (Harn 1) und 
1) Diese Zeitschr. Bd. 61. S. 95. (1909). 
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2. der nach subcutaner Zufuhr von 4,2 g Acetophenon in 
4 Einzeldosen in 4 x 24 Stunden gelassene Harn (Harn 2) ge- 
sammelt. Die zuletzt gelassene Portion war inaktiv. Harn 1 
wurde auf 500 ccm, Harn 2 auf 700 ccm aufgefillt; von ersterem 
wurden je 120 ccm, von letzterem je 150 ccm benutzt. 


Harn 1 (Normalharn). 



































in 120 ecm in in 
a eee ey 4 xX 24 
1 | 2 Mittel | Stdn. Stdn. 
Furfurolphloroglucid | 0,0342 | 0,0312 | 0,03827 | 0,1362 0,1817 
Glucuronsiurelacton — | — — — 0,545 
Harn 2 (Acetophenonharn). 
in 150 cem in in 
3X 24 4X 24 
1 2 Mittel Stdn. Stdn. 
Furfurolphloroglucid | 0,1972 | 0,1998 | 0,1985 on 0,9263 
Glucuronsiurelacton _ a — -~ 2,779 

















Nach Eingabe von 4,2 g Acetophenon ist also die 
(2,78—0,54) = 2,24 g Glucuronsiurelacton entsprechende Menge 
phenylmethylcarbinolglucuronsaures Kali, d.h. 4,5 g, welche 
wieder 1,53 g Acetophenon entsprechen, ausgeschieden worden. 

b) durch Polarisation. Der fir die vorige Bestimmung 
benutzte, nach Zufuhr von 4,2 g Acetophenon gelassene Harn, 
dessen Menge nach Auffiillen mit Wasser 700 ccm betrug, 
drehte nach Verdiinnen mit dem gleichen Volumen Bleiacetat 
und Filtration — 0,77°. 

Ein Abzug war hier nicht zu machen, da der Harn des 
nicht behandelten Kaninchens keine optische Aktivitat zeigte. 

Unter Beriicksichtigung der spezifischen Drehung des 
phenylmethylglucuronsauren Kalis (— 124,4°) entspricht diese 
Drehung 4,33 g Kalisalz oder 1,47 g Acetophenon. 

Beide Bestimmungen haben also zu einander sehr nahe- 
liegenden Werten gefihrt. Nimmt man das Mittel (1,50 g), so 
sind von dem eingefiihrten Acetophenon 35,7°/, zu 
Carbinol reduziert worden. 





int a a. 








a 
; 


u 
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Durch Subtraktion dieses Wertes von 60 (S. 391) erfahrt 
man die Prozentmenge des eingefiihrten Acetophenon, 
welches zu Benzoesiure und Mandelsaure oxydiert und 
unverandert ausgeschieden ist. Das sind also 24,3°/,. 


Propiophenon, Butyrophenon, Propylbenzylketon, 
Isopropylbenzylketon. 


Die Darstellung*) dieser Ketone geschah nach Senderens?) 
durch Uberleiten eines Gemisches der Dimpfe von Benzoesiure 
(bzw. Phenylessigsiure) und Fettsiure (Propion-, Butter-, Iso- 
buttersiure) tiber einen Katalysator bei héherer Temperatur. 
Als Katalysatoren kamen Zirkonerde und Manganooxyd zur 
Verwendung. Das Keton wurde durch fraktionierte Destillation 
isoliert und durch Siedepunkt und Oxim bzw. Semicarbazon 
identifiziert. 

Propiophenon. Siedep. 210—214°. Da es in der Kiilte nicht 
krystallisierte, wurde es noch einmal im Vakuum destilliert. Es ging bei 
11 mm bei 92,5—94,5° iiber, krystallisierte jetzt alsbald in der Kilte, 
schmolz bei 17° (Senderens fand 14,5°) und gab ein Oxim vom Schmelz- 
punkt 54°, demselben, den auch Senderens angibt. 

Butyrophenon. Siedep. 226—229°% Es wurde in der Kalte sofort 
krystallinisch. Oxim schmolz bei 48°, ebenso wie das von Senderens 
dargestellte. 

n-Propylbenzylketon. Siedep. 242,5—244°. Semicarbazon gab 
nach Dumas 19,46 °/, N (statt der berechneten 19,17 °/,). 

Isopropylbenzylketon. Siedep. 233—236°. Semicarbazon gab 
19,36 °/, N (statt 19,17 °/,). 

Propiophenon und Butyrophenon wurden Kaninchen in 
taglichen Dosen von 2 g, Propyl- und Isopropylbenzylketon zu 
je 1 g zweimal am Tage subcutan injiziert, ohne irgendwelche 
Erscheinungen zu machen. 

Die Ausscheidung erfolgte in allen Fallen zum Teil als Ver- 
bindung des durch Reduktion aus dem Keton gebildeten 
Carbinols mit Glucuronsiure. Aus der Drehung des Harns 
und der spezifischen Drehung des aus dem Harn isolierten 
Kalisalzes der gepaarten Siure berechnet sich, daB etwa 26 °/, 





*) Die Darstellung der beiden Benzylpropylketone wurde von dem 
Assistenten des Instituts, Herrn Dr. Neumaerker, ausgefiihrt. 
1) Ann, de Ch. et de Phys. [8] Bd. 28, S. 243 (1918). 
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des Propiophenons und etwa 43°/, des Isopropylbenzylketons 
diese Reduktion erfahrt. Bei den beiden anderen Ketonen 
gelang es nicht, das Kalisalz der gepaarten Siaure krystallisiert 
zu erhalten. Unter der Annahme, daf das propylphenylcarbinol- 
glucuronsaure Kali dieselbe spezifische Drehung zeigt wie 
methyl- und iathylphenylcarbinolglucuronsaures Kali und das 
propylbenzylcarbinolglucuronsaure Kali dieselbe wie das nach Iso- 
propylbenzylketon ausgeschiedene, ergibt sich, daB das letztere 
zu etwa 33°/, und das Butyrophenon zu etwa 41°/, redu- 
ziert wird. 

Die Isolierung der gepaarten Glucuronsiiure geschah mit 
Hilfe von Bleiessig + Ammoniak, durch die sie alle gefillt 
werden und Extraktion mit Ather im Lindschen Apparat. 
Die Reindarstellung machte erhebliche Schwierigkeiten, da fiir 
jede erst ein fiir die Abscheidung geeignetes schwer lésliches 
Salz gesucht werden muBSte. Fiir die nach Zufuhr von Propio- 
und Butyrophenon auftretenden gepaarten Sauren sind die 
Bariumsalze, fiir die nach Isopropylbenzylketon auftretende ist 
das Zinksalz brauchbar. Die Reindarstellung der nach Propyl- 
benzylketon im Harn erscheinenden gepaarten Glucuronsiure 
ist uns nicht gelungen. Die Athylphenylcarbinol- und Iso- 
propylbenzylcarbinolglucuronsiure wurden als Kaliumsalze, die 
Propylphenylcarbinolglucuronsiure, deren Kaliumsalz nicht 
krystallisiert erhalten werden konnte, als Cadmiumsalz analysiert. 


Athylphenylearbinolglucuronsaures Kalium, in Wasser 
und Alkohol leicht léslich, wurde im Vakuum bei 100° getrocknet. 
0,0880 g Substanz gaben 0,1647 g CO, und 0,0448 g H,O. 


0,0946¢ ~—s,  0,0234 g K,SQ,. 
C,;H,,0,K (350,25) Ber. 51,39%, C 5,47°/, H 11,16%, K 
Gef. 51,06 ,, 5,69 , 11,10 _,, 


0,1111 g Substanz, Gesamtgewicht der Liésung 6,0655, spez. Ge- 
wicht 1,0060, Prozentgehalt 1,832, Drehung bei 15° im 2 dem-Kohr 
und Natriumlicht 4,64° nach links, also [«]},®° = — 126,08° 

Propylphenylearbinolglucuronsaures Cadmium, auch in 
heiBem Wasser schwer léslich. Im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,0788 g Substanz gaben 0,1455 g CO, und 0,0405 g H,0. 

0,0795 ¢g - »  0,0208 g CdSQ,. 

(C,.H,,0,),Cd (762,74) Ber. 50,349, C 5,55°/,-Cd 14,73 °/, Cd 

Gef. 5087 , 575 , 447 
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0,0314 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 17,5943 g, spez. Ge- 
wicht 1,0013, Prozentgehalt 0,418, Drehung bei 13° und Natriumlicht im 
2dem-Rohr 0,9° nach links, also [a]}j,3° =— 108,70°. 


Isopropylbenzylglucuronsaures Kalium, in Alkohol und 
Wasser leicht léslich, bei 100° im Vakuum getrocknet. 


0,0830 g Substanz gaben 0,0187 g K,SQ,. 
C,,H,30,K (378,28) Ber. 10,33°/, K 
Gef. 10,11 ,, . 

0,0420 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 5,7076, spez. Ge- 
wicht 1,0028, Prozentgehalt 0,7358, Drehung bei 22° und Natriumlicht 
im 2dem-Rohr 0,81 nach links, also [«}7,?° = — 54,90° 

Im iibrigen sind wir bei der Untersuchung des Harns 
nach Zufuhr von Propio- und Butyrophenon und von Propyl- 
benzylketon keiner anderen Saure begegnet als der Hippur- 
siure. In dem Harn nach Isopropylbenzylketon fand sich 
auferdem noch eine kleine Menge Phenacetursaure (0,05 g 
nach 9 g). Die Siure schmolz bei 142—143° und ergab bei 
der Titration fiir Phenacetursiure stimmende Werte (0,0455 
verbrauchten 2,3 ccm n/10-Lauge, statt der berechneten 2,36). 

Da wir diese Saure in keinem anderen der untersuchten 
Harne und auch nicht im normalen Kaninchenharn antrafen, 
zweifeln wir nicht, daB ihr Auftreten im Zusammenhang mit 
dem eingefiihrten Keton steht, indem ein kleiner Teil zu Phenyl- 
essigsiure oxydiert worden ist. 

Aus den Untersuchungen ergibt sich, daB die verwendeten 
Ketone ebenso wie das Acetophenon eine teilweise Reduktion 
zu Carbinol erfahren, und weiter, daB sie sich der Oxydation 
gegentiber im allgemeinen wie die aromatischen Methylketone 
verhalten. Ebenso wie das Methylphenyl- und das Methyl- 
benzylketon zum Teil zu Benzoesiure oxydiert werden, so ist 
das auch mit dem Athyl- und Propylphenylketon und dem 
Propyl- und Isopropylbenzylketon der Fall. Der C-Gehalt und 
die Struktur des Alkyls scheinen ohne KinfluB auf den oxy- 
dativen Angriff zu sein. Hiangt die Ketogruppe direkt am 
Benzolkern, so entsteht Benzoesiiure, steckt sie in der ali- 
phatischen Seitenkette, so wird die an die Ketogruppe (nach 
dem Benzolkern zu) sich anschlieBende CH,-Gruppe zur 
Carboxylgruppe oxydiert. Da8 hier eine Gesetzmibigkeit vor- 
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liegt, ist zuerst von Dakin’) bei seinen Untersuchungen iiber 
Methylbenzylketon vermutet worden. Durch die Feststellungen, 
welche Dakin?) selbst und Hermanns’) bei anderen aro- 
matischen Methylketonen gemacht haben, ist diese Vermutung 
bestatigt worden. Unsere Untersuchungen zeigen, da8 die 
aromatischen Alkylketone im allgemeinen sich ebenso verhalten. 


Ergebnisse. 


1, Nach subcutaner Zufuhr von Acetophenon erscheinen 
im Harn von Kaninchen auBer Hippursiure und Methylphenyl- 
carbinolglucuronsiure auch Mandelsdure und freies Acetophenon 
bzw. Methylphenylcarbinol. 

2. 35,7°/, des eingefiihrten Acetophenons werden zu 
Carbinol reduziert und als gepaarte Glucuronsiure aus- 
geschieden, 24,3 °/, werden zu Benzoesiure oxydiert. In diesem 
letzterem Wert sind die kleinen Mengen des unverindert 
bzw. als Carbinol ausgeschiedenen Acetophenons und der 
Mandelsiure mit inbegriffen. 40°/, des eingefiihrten Aceto- 
phenons erfahren einen vélligen Abbau. 

8. Nach subcutaner Zufuhr von Athylbenzol wird von 
Kaninchen aufer MHippurséiure und Methylphenylcarbinol- 
glucuronsiure auch Mandelsidure ausgeschieden. Die spezifische 
Drehung des Kalisalzes der gepaarten Glucuronsiure liegt der 
des nach Acetophenon im Harn erscheinenden sehr nahe. 

4, Die untersuchten aromatischen Alkylketone erfahren 
neben einer Reduktion zum Carbinol, das als gepaarte Glu- 
curonsiure ausgeschieden wird, auch eine Oxydation. Die 
oxydative Umwandlung ist dieselbe wie sie bei den aromatischen 
Methylketonen erfolgt (siehe S. 395). 

5. Ein kleiner Teil des Isopropylbenzylketons wird zu 
Phenylessigsiure oxydiert. 

6. Zur Isolierung der Mandelsiure eignet sich das schwer 
lésliche mandelsaure Cadmium. 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 5, S. 177 (1908/09). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 6, 8S. 232 (1909) und S. 381 dieser Arbeit. 
5) Diese Zs, Bd. 85, S. 238 (1918) und §S. 381 dieser Arbeit. 














